Koszonto

Kedves Kollégak!

Koszontjiik a Magyar Biofizikai Tarsasag XXIII. Konferencidjanak
résztvevoéit! Pécsi dsszejoveteliink — a hagyomanyok szellemében - lehetéséget
ad a hazai biofizikai miihelyeknek, hogy munkdjukat itthon is bemutassdk, a
fiatal kutatoknak, hogy gyakorlatot szerezzenek a nyilvanos szereplésben és
megismerjék személyesen azokat, akiket mar név szerint ismernek; ezen kiviil
modot ad mindannyiunknak arra, hogy talalkozzunk, megismerjiik egymas
legijabb munkait. A Kongresszus - az eléaddsokon és poszterek bemutatasan
tal - alkalmat kindl személyes beszélgetésekre, s szlikebb szakmai latokoriink
hatdrain tulnyuldé uj, kozos programok elinditasira. A jelen program- és
absztraktfiizet, amelyet az olvas6 most a kezében tart, atfogd vélogatds az
elmult két év hazai biofizikai kutatasainak az eredményeib6l. Kivanjuk, hogy
mindenki forgassa érdeklédéssel és megelégedéssel! Idei kongresszusunknak
kiilon izt és hangsilyt ad, hogy e kellemes és élénk szellemi kozpont, Pécs ad
neki otthont. Ez a varos évtizedek 6ta rajta van a ,,Biofizika vilagtérképén”, s
minden okunk megvan azt remélni, hogy tartdsan rajta is marad. A Magyar
Biofizikai Tarsasag és a Szervezébizottsag nevében hasznos és kellemes na-
pokat kivinunk minden résztvevének!

Tisztelettel,
Nyitrai Miklos Tigyi Jozsef Zavodszky Péter
a Kongresszus elnke az MBFT és a Kongresszus az MBFT elnoke

tiszteletbeli elnoke

-
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2 Védnokok

Dr. Pdlinkds Jozsef, az MTA elnoke

Dr. Pdva Zsolt, Pécs polgarmestere

Dr. Gdbriel Rébert, a PTE rektora




Tudomanyos program 3

Augusztus 23. (vasarnap)
18:00 Kosz6nt6, megnyitd

18:20  Plenaris el6adas
Investigating the Strain Sensor in Muscle Fibres Using
Fluorescence Lifetime Imaging
Michael A. Ferenczi, az EBSA (European Biophysical Societies’
Association) elnoke

19:20  All6fogadés a PAB Székhdazban

Augusztus 24. (hétfo)

I. Orvosfizika, orvos-biologia és sugarbiologia
Szekciovezetdk: Sdfrany Géza, Pellet Sdandor

9:00-9:25 A kis dozisu ionizdlo sugdrzds hatdsa az
immunrendszerre
Lumniczky Katalin

9:25-9:40 Kisdozisi y sugdrzds hatdsa a génexpressziora
Hegyesi Hargita

9:40-10:05 Ionizdlo sugdrzdsok orvostudomdnyi alkalmazdsainak
sugdrvédelme, kiilonds tekintettel a pdciensek sugdrterhelésére
Pellet Sandor

10:05-10:20 Gyermekeken végzett CT vizsgdlatok sugdrvédelmének
optimdldsa
Giczi Ferenc

10:20-10:35 A mdj ultrahang attenudcidjanak jelentdsége kronikus
diffuiz mdjbetegségekben
Szebeni Agnes :
L
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10:35-10:50

Tartosito eljardsok hatdsa regiondlis élelmiszer termékek
mindségére
Pdli Tibor

II. Biol6giai membranok, ioncsatornak és membranfehérjék
Szekciovezetdk: Torok Zsolt, Matyus Ldszlo

11:10-11:35

11:35-11:55

11:55-12:15

12:15-12:30
12:30-12:45

12:45-13:00
14:30-15:15

15:15-15:30

L%

PN

Citokinreceptorok sejtfelszini elrendezddésének biofizikai
analizise humdn T sejteken
Déczy-Bodndr Andrea

Sejtfelszini receptorklaszterek dsszetevdinek vizsgdlata
biofizikai médszerekkel
Jenei Attila

A plazmamembrdn mikroheterogén szervezddésének
vizsgdlata ultraszenzitiv fluoreszcencia mikroszkopidval:
a ,magashémérséklet-jel” képzésének lehetiségei

Torok Zsolt

Az aszkorbdt a mdsodik fotokémiai rendszer alternativ
elektrondonora
Té6th Szilvia

Egy skorpioméregbdl szdrmazo peptid ioncsatorna-
szelektivitisdnak javitdsa pontmutdciok segitségével
Varga Zoltdn

A primycin antibiotikum hatdsmechanizmusa: membrdn
dinamikai vizsgdlatok EPR és steady-state fluorimetrids
médszerekkel

Virdg Eszter

Chiraz Frydman (Horiba Jobin Yvon, France)

Easy and fast approach for real-time label free array-based
biomolecular interaction analysis by Surface Plasmon
Resonance imaging

Kavésziinet




15:30-17:30 Poszter szekcio
(Minden poszter megtekinthet6 lesz a konferencia teljes >
idétartama alatt. A poszter szekcick idejében a poszter
bemutatoit kérjiik, legyenek a poszteriik mellett)

17:00 MBEFT elnokségi iilés

19:00 Vacsora a Tettye vendéglében

Augusztus 25. (kedd)

III. Modern biofizikai modszerek
Szekciovezetik: Kellermayer Miklés, Derényi Imre

9:00-9:25

9:25-9:50

9:50-10:15

10:15-10:30

10:30-10:45

10:45-11:00

A nagy teljesitményii sziirés lehetdségei és problémadi
Cstics Gabor

A B2-mikroglobulin amiloidképzésének vizsgdlata
korszerii biofizikai médszerekkel
Kardos Jozsef

Egy biologiai mintakészités utoélete
Viré Gyorgy

A tropomiozin szerepe a kortikdlis aktin hdlézatok
szabdlyozdsdban
Bugyi Bedta

Hogyan sétdl a kinezin?
Czovek Andrds

Mikromeéretii eszkozik készitése és funkcionalizdldsa
biolégiai alkalmazdsokhoz optikai csipeszben
Kelemen Lérdnd

IV. Fehérjebiofizika
Szekciovezetdk: Fidy Judit, Simon Istvdn

11:20-11:45

Az aminosav oldalldncok rotdcios frekvencidinak

jelentdsége: funkciondlis THz spektroszkopia leheté’s«le'ge

Malndsi-Csizmadia Andrds g™
o
™
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6 11:45-12:10 Egy ritkdn haszndlt termodinamikai paraméter,
a nyomds. Mit tudhatunk meg az 6sszenyomott fehérjék
vizsgdlatdbol?
Smeller LdszI6
12:10-12:25 A DAAM formin-homoldgia doménjének vizsgdlata

biofizikai médszerekkel
Barké Szilvia

12:25-12:40 Aktinkot6 fehérjék hatdsa az aktin monomer dinamikai
tulajdonsdgdra
Kardos Roland

12:40-12:55 Fotoszintetizdlo baktériumok szinkrontenyésztése:
molekuldris és membrdndtrendezédések
Asztalos Emese

12:55-13:10 A mutdcios robusztussdg evoliiciéja mikroRNS
szekvencidkban
Szollosi Gergely

14:30-15:15 Az MBFT Fiatal Kutatoi pdlydzatok iinnepélyes
eredményhirdetése, a dijazott fiatal kutaték eléaddsai
A dijakat dtadja Zdvodszky Péter, az MBFT elnike, és
Tigyi Jézsef, az MBFT és a Konferencia tiszteletbeli elncke

15:15-15:30 Kavésziinet
15:30-17:30 Poszter szekcié
18:00 Villanyi latogatds a Blum Pincébe

Augusztus 26. (szerda)

V. Spektroszkopia és képalkotas
Szekcibvezetdk: Szalontai Baldzs, Beldgyi Jozsef

9:00-9:25 Fehérjéken beliili elektrontranszport
Maroti Péter




9:25-9:50

9:50-10:05

10:05-10:20

10:20-10:35

10:35-10:50

Klorofill prekurzorok nativ szerkezete, spektrdlis
tulajdonsdgai és élettani szerepe
Boddi Béla

Makroszkoposan és mikroszkoposan rendezett
rendszerek ESR spektrumainak szimuldciéja a lassu
forgdsii tartomdnyban

Gréf Pdl

A fehérjék jelenlétének hatdsa a DNS-porfirin
kolcsonhatdsra
Csik Gabriella

Onszervez6dd mesterséges kloroszémdk, porfirin
nanorudak anizotrop sajdtsdgai
Anita Zupcanovd

A sotétben hajtatott tiszafa (Taxus baccata) klorofill
bioszintézisének sajdtossdgai
Skribanek Anna

VI. Nanobiotechnolégia
Szekciovezetok: Ormos Pdl, Vonderviszt Ferenc

11:10-11:30

11:30-11:50

11:50-12:10

12:10-12:30

12:30-12:50

Vizizom titin nanomechanikai vizsgdlata
erdévisszacsatolt lézercsipesszel
Martonfalvi Zsolt

Szerkezeti dtmenetek egyedi dezmin intermedier
filamentumokban
Kiss Baldzs

Optikai rezonancidk jelolésmentes érzékeléshez
Horvdth Robert

Fehérjerétegek optikai vizsgdlata bioszenzorikai
alkalmazdsokhoz
Kurunczi Sdndor

Fehérjék integrdlt optikai alkalmazdsa g™
Fabidn Ldszlo
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TARSAS PROGRAMOK

Nyit6 fogadds a PAB Székhézban (augusztus 23), vacsora a Tettye Etteremben
(augusztus 24), villanyi latogatas a Blum Pincébe (augusztus 25). Ezen k6zos
programok mellett — igény szerint - kulturalis programokat is szerveziink a
konferencia résztveviket elkiséréknek.




ELOADAS ABSZTRAKTOK



10 A kis dézisu ionizalé sugarzas hatasa azimmunrendszerre

Lumniczky Katalin, Bogddndi Eniké Noémi, Balogh Andrea,
Felgyinszki Nikolett, Szatmdri Tiinde, Sdfriny Géza

Orszdgos ,,Frédéric Joliot-Curie” Sugdrbiologiai és Sugdregészségiigyi
Kutaté Intézet, Budapest

Arrakerestiink valaszt, hogy a kis dozisu ionizald sugdrzas hogyan befolyd-
solja az immunrendszert. Egereket egésztest besugarzasnak vetettiink ala
és meghataroztuk a kiilonb6z6 limfocita alpopulaciok szambeli valtozasat.
A kovetkez6 funkcionalis paramétereket vizsgaltuk: a T sejtek Concanava-
lin A-ra adott proliferacios valaszéban bekévetkezé valtozasok; a 1épsejtek
apoptozisa, a Th1 és Th2 aktivacidban szerepet jatszo citokinek expresszio-
ja. Mértiik a dendritikus sejtek T-sejt aktivald képességét, és citokin ter-
melését, valamint regulator T-sejtek proliferdcios és T-sejt gatld hatasat.

Valamennyi vizsgalt sejtpopulacié szama doézisfiiggéen csokkent: a
legsugar-érzékenyebbek a B sejtek, a dendritikus és a CD8+ sejtek, a leg-
sugar-rezisztensebbek az NK és Treg sejtek voltak. A T sejtek proliferacids
képessége Osszességében dozisfiiggden csokkent, de a besugarzast kovetd
elsé6 napon 10 mGy enyhe proliferacié fokozodast okozott. Az apoptozis
mértéke a 10-100 mGy-es tartomdnyban kevésbé valtozott, 500 mGy-nél
viszont jelentdsen nétt. A kis dézissal (50 mGy) besugarazott dendritikus
sejtek jobban aktivaltdk az allogén T sejteket, mint a kontroll sejtek. Nagy
dézisokndl (500 mGy felett) jelentésen csokkent a dendritikus sejtek T-sejt
aktivacidja. T-reg sejtek proliferacidja és in vitro szuppresszids képessége
dozisfiiggs csokkenést mutatott.

Mar igen kis dézisok is jol kimutathaté mennyiségi és funkcionalis val-
tozasokat okoznak a kiilonboz6 limfocita alpopulaciokban.

A 1. Orvosfizika, orvos-biolégia és sugarbiologia
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Kisd6zisu y sugarzas hatasa a génexpressziora 11

Hegyesi Hargita, Sandor Nikolett, Schilling Bogldrka, Sdfriny Géza
Orszdgos ,,Frédéric Joliot-Curie” Sugdrbiolégiai és Sugdregészségiigyi Kutato
Intézet (1221 Budapest, Anna u. 5.)

Munkaénk célja a kis dézisa direkt besugarzds és a bysander-effektus mérése
diploid fibroblasztokon.

Human primer tenyészetekben, hdrom ddzist (1omGy, 100mGy, 500mGy)
valasztva, a y-sugarzas hatdsat; valamint médiumcserével kivitelezett bystan-
der hatas RNS expresszi6 valtozast mértiink cDNS microarray-en (44K Agi-
lent). A microarray méréseket a SE GSI Microarray Core Facility laboratori-
umban végeztiik. 44000 vizsgilt transzkriptum koziil atlagosan néhany szaz
valtozott szignifikdnsan. A sugdrvalasz géneket funkcionalis csoportokba
rendeztitk és megallapithatjuk, hogy ezek jo része, a még csak a szekvenciali-
san igazoltak kozé tartozik (40%). A mar azonositott gének legnagyobb része a
sejtciklus szabalyozasaban, apoptdzisban, DNS repair-ben vagy a jelatvitelben
jatszik szerepet. 16 gén expresszidjat q-RT-PCR-rel (SyberGreen/Corbett) vali-
daltuk, majd a hitelesitett gének dézisfiiggé véltozasat vizsgaltuk tovabb.

Osszehasonlitottuk eltérd sugarérzékenységi fibroblasztokban a GDF-15,
TP53INP1, CDKN1A1 és DLGAP4 gének valtozasat. Az adatok analizisét ko-
vetben két p53-fiiggd gén transzkripcid valtozasat vizsgaltuk tovabb; a GDF-15
és a TP53INP1 esetében mértiik a génexpresszids valtozas id6kinetikajat is.

Megallapithatjuk, hogy a GDF-15 és a TP53INP1 is korai sugarvalasz gén-
nek tekinthetd, mindkettd esetében mdr két 6raval a besugarzast kovetSen
emelkedik az expresszié mértéke.

Az egyéni genetikai hattérre visszavezethet$ expresszios kiilonbségek
500mGy-nél mar 2-3-szorosak is lehetnek.

B __
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lonizalé sugarzasok orvostudomanyi alkalmazasainak sugarvédelme,

12 kiilonos tekintettel a paciensek sugarterhelésére

Pellet Sandor', Giczi Ferenc?, Ballay Ldszl#, Temesi Alfréda’, Brunner
Péter

'Orszdgos Szakfeliigyeleti és Médszertani Kozpont (Budapest, Vici 1t 174.)
2Széchenyi Istvdan Egyetem (9026 Gydr, Egyetem tér 1.)

3“Frederic Joliot Curie” Orszdgos Sugdrbioldgiai és Sugdregészségiigyi Kutaté
Intézet (Budapest, Anna u. 5.)

A rontgensugarzas és az izotopok felfedezését rovidesen kovették az ionizald
sugarzas orvostudomanyi alkalmazasaval kapcsolatos eredményes és kevésbé
eredményes probalkozasok. Rovid id6 alatt nyilvanvaléva valt az ionizald
sugarzas a testszoveteket roncsold és egészségkarositd hatasa.

Napjainkra az ionizaldé sugarzasok orvostudomanyi alkalmazasanak
haszna megkérddjelezhetetlen. Mindez azonban nem jelentheti azt, hogy az
embereket, kiilonos tekintettel a pacienseket indokolatlan sugarterhelésnek
tegyiik ki. Az orvosi sugaralkalmazasoknal is érvényre kell juttatni a sugar-
védelem alapelveit.

A rontgensugarzas és a radioaktiv izotdpok alkalmazasaval egyiitt jard
technikak napjainkban is feltartdztathatatlanul fejlédnek. Gondoljunk csak a
tobbszeletes spirdl CT-kre, a rontgenkontroll mellett végzett egyre bonyolul-
tabb intervencidkra vagy a kiilonboz8 képfuzios eljarasokra, pl. a PET/CT-re,
amelyek Gjabb és tjabb kihivast jelentenek a sugdrvédelmi szakembereknek.
A kardi6 CT vizsgéalatok a nemzetkozi irodalomban is komoly vitat valtottak
ki az indokoltsdguk és sugarterhelésiik okan. A CT vizsgalat sziirévizsgalat-
ként val6 bevezetését az amerikai FDA elutasitotta.

Az Uj technikdk nem feltétlenill jarnak egyiitt a paciensek optimalt és
indokolt sugdrterhelésével, ezek megvaldsuldsanak eszkozeit vizsgalni kell,
amelyeket el6addsunkban foglalunk 6ssze.

A 1. Orvosfizika, orvos-biolégia és sugarbioldgia
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Gyermekeken végzett CT vizsgalatok sugarvédelmének optimalasa

13

'Giczi Ferenc, *Pellet Sandor
'Széchenyi Istvin Egyetem, Gydt, *Orszdgos Szakfeliigyeleti és Modszertani
Kozpont, Budapest

A CT vizsgalatok klinikai értéke megkérddjelezhetetlen, ezért alegkorszertibb,
tobbszeletes spiral CT berendezések szama naprdl napra névekszik.

A gyermekek, azaz a 0-15 éves korosztaly rontgendiagnosztikai vizsgalata
kiillonleges megfontolasokat igényel. Kiilondsen igaz mindez a nagy sugdrter-
helést okozé CT vizsgalatokra. A magas szinvonalu technikai hattér ellenére
a paciensek, kiiléndsen a gyermekek sugarterhelése sok esetben magasabb az
indokoltnal. Ezeket a sugdrterheléseket a CT vizsgalatok informacié tartal-
manak kdrosoddsa nélkiil csokkenteni lehet.

Nemzetkozi tapasztalatok mutatjak, hogy a gyermek CT vizsgalatokat
sok esetben ugyanazokkal a technikai paraméterekkel végzik, mint a felndtt
betegek vizsgalatat. Ennek kovetkeztében a gyermekkoru betegek CT vizs-
galatanak sugdrterhelése hasonl6é nagysagu, s6t nagyobb, mint a felnéttek
esetében.

A CT vizsgalatok paciens sugdrterhelését befolyasolo tényez6k koziil a leg-
fontosabbak a berendezés tipusa, geometriai paraméterei, a cséaram, a ront-
gencsd koriilforduldsi ideje, a cs6fesziiltség, a kollimacid, az asztalmozgatas
gyorsasaga és nem utolsosorban a vizsgalt anatomiai teriilet optimalis meg-
valasztdsa. Mivel a gyermek populaciban a testméretek jelentdsen eltéréek, a
vizsgalat technikai paramétereinek optimadlis megvalasztdsa elengedhetetlen.

1. Orvosfizika, orvos-bioldgia és sugarbiologia




14

A maj ultrahang attenuaciéjanak jelentésége krénikus diffaz
majbetegségekben

Szebeni Agnes dr.
AEK Gasztroenteroldgia

A krénikus diffuz majbetegségek (CDLD) - gyulladds, toxikus maj, zsirmaj,
stb. — prevalencidja névekszik. A mdj ultrahang (UH) vizsgélata alapvet6 a
CDLD diagnosztikdjaban, a jellegzetes UH kép, az u.n. fényes maj észlelésével.
A fényes mdj attenudcidja (o) alapjan 2 tipus kiilonithet6 el, az alacsony (DI)
és a magas (DII) a-s tipus. Az a a betegvizsgalat folyaman referenciafantom
segitségével mérhetd. Bebizonyosodott, hogy az alacsony a-ju fényes maj UH
képét a fibrosist okoz6é méjbetegségek, mig a magas a-jut a zsirmdj hozza
létre. Kérdés, lehet-e ,,cut-oft” o értéket megallapitani a DI-DII tipus diffe-
rencidlasara. Szovettani vizsgalattal igazolt 432 esetben megmértem a méj a
értékeit az egyes csoportokban (126 normdl, 176 DI, 130 DII). Az eredmények
azt mutatjak, hogy a normdl m4j a-ja nem éri el az 1 dB/cm/MHz értéket.
A DI tipus értékei nem haladjidk meg az 1.1 dB/cm/MHz -t, de igen nagy
4tfedést mutatnak a normal értékekkel. Igy a normal és a DI tipus az a alapjan
nem kiilonithaté el. A DII tipus o értékei 1-1 esetben a 0.95-1.1 dB/cm/MHz
tartomdnyban csekély atfedést mutattak, de donté tobbségiik 1.1 dB/cm/MHz
felett volt, igy ezen érték felett a zsirmaj diagnoézisa nagy valdszintiséggel
felallithatd. Az a mérése alkalmas lehet arra is, hogy a 2 csoport kozotti bio-
kémiai, ill. biofizikai kiilonbségek tudomanyos vizsgalat targyat képezzék.

A 1. Orvosfizika, orvos-biolégia és sugarbioldgia




Tartosito eljarasok hatasa regionalis élelmiszer termékek mindségére s
“Fodor, E., *Kispéter, J., *Fekete, M., *Fehér, L., *Kovdcs, L., *Ldszlé, Zs.,
*Bajusz-Kabok, K., *Szabd, G. és 'Pdli, T.

* MTA Szegedi Bioldgiai Kézpont, Biofizikai Intézet, Szeged, Magyarorszdg,

> Szegedi Tudomdnyegyetem, Elelmiszeripari Féiskolai Kar, Szeged,

Magyarorszdg,

3 Droginvest Kft., Szeged, Magyarorszdg

Fiszer 6rlemények kétféle tartdsito eljardsa, az ionizdld sugarzds és a nagy-
nyomasu telitett gézzel val6 kezelés hatasara bekovetkezd valtozasokat tanul-
manyoztuk szegedi paprika Orleményben az elnyelt besugarzasi dozis,
a tarolasi id6, valamint a paprika mindségi jellemzdinek fiiggvényében.
A pigment, szabadgyok tartalom, a szin és viszkozitas valtozasat mértik.
A nagynyomasu telitett gézzel valo kezelés a tarolast kovetéen szinvesztésre
(fakulasra) vezetett, amit viszkozitds véltozas és a kombindlt kezelés sordn
keletkezett szabadgyokok tartosabb megmaradasa kisért, mig a besugarzas
okozta valtozasok reverzibilisek voltak. Szaritott hagyma készitményen tanul-
manyoztuk a szinvaltozdst, a mikrobioldgiai tisztasdgot és a szabadgyok tar-
talmat az ionizdl6 besugarzas dozisanak fiiggvényében. A makdi, szerbiai és
lengyel hagymafajtak minen szinvesztésre (fakuldsra) vezetett, amit viszkozi-
tas valtozas és a kombinalt kezelés soran keletkezett szabadgyokok tartésabb
megmaradasa kisért, mig a besugarzds okozta valtozasok reverzibilisek
voltak. Szaritott hagyma készitményen tanulmdnyoztuk a szinvéltozast, a
mikrobioldgiai tisztasagot és a szabadgyok tartalmat az ionizdld besugar-
zas dozisanak fiiggvényében. A makoi, szerbiai és lengyel hagymafajtak
minénydsebb a minéség megdrzése szempontjabdl, segitettek az optimalis
besugarzasi dozis megallapitasaban.

“ Jelenleg: MTA SzBK, Biokémiai Intézet, Szeged.
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Citokinreceptorok sejtfelszini elrendezédésének biofizikai analizise
human T sejteken

Déczy-Bodndr Andrea
MTA-DE Sejtbiolégiai és Jeldtviteli Kutatécsoport, Biofizikai és Sejtbiolégiai
Intézet, Molekuldris Medicina Kutatékézpont, Debreceni Egyetem

Ay, citokincsalddba tartoz6 IL-2, IL-9 és IL-15 kritikus szerepet jatszik a
T sejtes immunvalasz szabalyozdsaban. Az IL-2R és IL-15R felépitésében a
y, mellett a szintén kozosen hasznalt B linc és egy citokin-specifikus a-al-
egység vesz részt. Az IL-9 biologiai hatdsat a y_lancbol és az IL-9-specifikus
a-lancbdl allé heterodimer receptorkomplex kozvetiti. A kozos alegység(ek)
kovetkeztében ezen citokinek altal kivaltott sejtvalasz bizonyos foku redun-
danciat mutat. A citokinek eltérd, egyedi hatdsanak biztositdsaban kiemelt
fontossagu a citokin-specifikus a lancok jelenléte. A kivaltott valasz megfelel$
irdnyba terelésében, ,hangoldsaban” emellett fontos szerepet jatszhatnak a
receptorok egymadssal és mas membranfehérjékkel kialakitott molekularis
kolcsonhatasai, azok esetleges killonbozdsége, amely pl. eltéré intracellularis
jelatvivé molekuldk bekapcsoloddsat is jelentheti az egyes citokinek altal
kivaltott valaszba. A tobbféle y_receptort expresszald sejtek esetén felmeriil
a kérdés, hogy az egyes citokinek egymastdl fiiggetlen receptorkomplexeken
keresztiil fejtik-e ki hatasukat vagy osztoznak a kozos alegység(ek)en. Jelen
el6adas a munkacsoportunk altal az IL-2, IL-g és IL-15 receptorok sejtfelszini
eloszlasanak és kolcsonhatdsainak human T sejteken torténd feltérképezésére
irdanyulo, f6ként kiilonféle biofizikai modszerekkel (FRET, CLSM, FCS stb.)
végzett kisérletek eredményeit foglalja 6ssze.
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Sejtfelszini receptorklaszterek 6sszetevéinek vizsgalata biofizikai

modszerekkel 17
Jenei Attila, Rente Tiinde, Fdabidn Akos, Sz61ldsi Janos, Madtyus Ldszlo
Debreceni Egyetem Orvos-és , Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

(4032 Debrecen, Nagyerdei krt. 98.)

A fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalata segitségiinkre lehet a sejtek ma-
gasabb szervez6édési szinti molekularis komplexeinek, azok struktura-fiiggé
funkcidjanak, és ezen keresztiil a jelatviteli folyamatok szabdlyozasianak
megértésében. A fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) alapu
mddszerek kivalo lehetséget nydjtanak a membranfehérjék asszociacidinak
és konformdcidjanak kozvetlen, molekularis szintli vizsgalatara a sejtek fel-
szinén és a sejteken beliil. A médszert szamos méréberendezésre adaptaltak.
Az energiatranszfer hatékonysagra, a fluoroférokat jellemz6 fizikai paramé-
terek (intenzitds, élettartam, stb.) megvaltozasabdl kovetkeztethetiink, me-
lyek kapcsolatban vannak a molekuldk tavolsagviszonyaival.

A modszer alkalmas molekuldris kélcsonhatasok vizsgalatdra, de a mo-
lekuldk pontos tavolsaganak meghatarozasa bizonytalan, mert a klasszikus
Forster-hatékonysag és a tavolsag kozotti kapcsolat csak az egy-egy donor-
akceptor arany esetén érvényes. Ez a feltétel nem teljesiilhet, ha a sejtfelszini
molekuldk kiillonb6zé szamu fluoreszcens donor és akceptor molekuldkkal
konjugalt antitestekkel vannak megjel6lve. Munkdnk célja volt, hogy megha-
tarozzuk arezonancia energiatranszfer hatékonysag fiiggését az antitestek jel6-
1ési aranyatdl. Méréseinkhez egy olyan modellrendszert valasztottunk, mely
alkalmas a FRET mérések kivitelezésére allandé donor-akceptor tavolsagok
mellett ahol az egyetlen véltozé paraméter a fluoreszcens festékkel konjugalt
antitestek jelolési aranya.
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A plazmamembran mikroheterogén szervezédésének vizsgalata

18 . L. .y
ultraszenzitiv fluoreszcencia mikroszképiaval:

a ,magashomérséklet-jel” képzésének lehetbségei

Torok Zsolt, Gombos Imre, Horvdth Ibolya, Balogh Gdbor, Vigh Ldszl6
MTA, Szegedi Biolbgiai Kozpont, Biokémiai Intézet, Molekuldris
Stresszbioldgiai Csoport

Sejtek hdstresszre adott valaszanak szamos részlete ismert de teljes mechaniz-
musa kiilonos tekintettel a stressz érzékelésére ma még tisztazatlan. A széles
korben elfogadott fehérjedenaturaciés modellen tul korabbi kisérleteinkben
kimutattuk, hogy a membranok specifikus perturbacidjat eléidézni képes
kezelések modositjak a sejtek stresszvalaszanak kiiszobhdmérsékletét. Az
enyhébb hdstressz hatasara is bekovetkezé stresszvalasz indukcidjat a fe-
hérjék elhanyagolhat6 szerkezeti valtozdsai helyett a membranokhoz asz-
szocialt jelatviteli folyamatok sériilésével ill. aktivacidjaval magyarazhatjuk.
Kisérleteinkben a membran topoldgidjaban és dinamikai szerkezetében
héstressz hatdsdra bekovetkezd perturbacidk azonositasat tdztitk ki célul.
A membranok mikroheterogén strukturdjat feloldani képes ultraérzékeny
nagyfelbontast fluoreszcencia mikroszkopia vizsgalatokkal kimutattuk a
membran kettdsrétegben “usz6” lipid-fehérje jelképzé “tutajok” méretének
csokkenését (olvaddsat), valamint feltérképeztiik a “talélé”, nagy valdszintiség
szerint a stresszvalasz fenntartasaban szerepet jatszé tutajok dinamikai sajat-
sagait. Nagyszdmu sejt membran-szerkezeti vizsgdlatinak és ugyanezen
sejtek stresszvdlaszanak Osszehasonlitasa ravildgitott az egyedi sejtvalasz
sokszintiségére és a folyamat sejtszint(i kovetésének sziikségességére. Mole-
kuldris bioldgiai, biokémiai, analitikai modszerek és a lipid-fehérje membran
dinamikus szerkezetének mdédosuldsat eredményez6 kiilonbozé molekularis
kolcsonhatasok kovetésére alkalmas ultraszenzitiv sejtbiofizikai meg-
kozelitések egyiittes alkalmazdsa olyan 1j gydgyszer molekulak szirésére
ad lehet8séget melyek nem egy szokasos farmakologiai értelemben vett re-
ceptoron keresztiil fejtik ki hatdsukat, hanem nagy valdszintiséggel specifikus
lipid kolcsonhatasaik révén (,lipidreceptoron”) mddositjdk a membranok
finomszervez6dését ill. a fehérje-lipid kolcsonhatasokat és ezdltal bizonyos
gének (mindenekelStt a hésokk fehérjék génjeinek ) expresszidjat.

5 % 11. Bioldgiai membréanok, ioncsatornak és membranfehérjék
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Az aszkorbat a masodik fotokémiai rendszer alternativ elektrondonora

19

Té6th Szilvia Zita, Jos T. Puthur, Nagy Valéria és Garab Gy6z6

A fotoszintézis sordn a névények, zoldalgak, fotoszintetizald baktériumok
fényenergia felhaszndlasaval szerves anyagokat dllitanak el6. A szén-dioxid
asszimilacidjahoz a vizet hasznaljak fel elektrondonorként, és a viz oxidacidja
soran oxigén szabadul fel. A vizbontd komplex a fotoszintetikus elektrontran-
szport-lanc egyik legsériilékenyebb komponense és kiilondsen hdéstresszre
érzékeny. Intakt leveleken végzett vizsgélataink soran megallapitottuk, hogy
a vizbont6 komplex inaktivacidja esetén a viz helyett aszkorbat szolgal ele-
ktrondonorként (Té6th et al. 2007, Biochim Biophys Acta 1767: 295-305, T6th
etal. 2009, Plant Physiol 149: 1568-1578), ugyanis a masodik fotokémiai rend-
szerhez torténd elektrondtadds sebessége (t, ) a levelek aszkorbdt tartalmatdl
fiigg: vadtipusi Arabidopsis thaliana névényben a t  kb. 25 ms, mig aszkor-
bat-deficiens mutansokban kb. 55 ms és ez jelentdsen gyorsithaté aszkorbat
oldatban t6rténd inkubdlassal. Azt is kimutattuk, hogy ez a tipusu alternativ
elektrontranszport altalanosan el6fordul a novényvilagban és szerepet jat-
szhat a magas fény és UV sugarzas okozta fotoinhibicié kivédésében. Vizs-
géljuk a biotechnoldgiai hasznosithatésagot is, kiillonos tekintettel a z6ldalgak
hidrogén-termelésére.
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Egy skorpioméregbdl szarmazo peptid ioncsatorna-szelektivitasanak
20 javitasa pontmutaciok segitségével
Varga Zoltan', Papp Ferenc’, Barték Addm', Leon Dinshaw', Panyi Gyorgy'
Debreceni Egyetem, ‘Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, "M TA-DE
Sejtbiolégiai és Jeldtviteli Kutatdcsoport, Biofizikai és Sejtbiolégiai Intézet,
Molekuldris Medicina Kutaté Kézpont

A T limfocitak aktivacidjdban kulcsszerepet jatszanak a fesziiltségfiiggd Kvi.3
K* csatornak a negativ membranpotencial fenntartdsaval. A human T sejtek
nagy szamban fejezik ki e csatornat, melyet specifikusan gatolva a sejtek pro-
liferdcidja in vitro és in vivo is gatolhato, igy lehet6vé valik az immunsejtek
mitkodésének farmakologiai manipuldlasa. Ezaltal a szervezetben immun-
szuppresszio érhetd el, amely nagy jelentésséggel birhat bizonyos autoimmun
betegségek terapidja esetén.

Az altalunk korabban azonositott, az Anuroctonus phaiodactylus skorpié
mérgébdl izolalt 35 aminosavbdl allé peptid, az anuroctoxin nagy affinitassal
gatolja a Kv1.3 csatorndkat, mig a Kvi.2 csatornakat ugyan kisebb affinitassal,
de szintén gatolja. A Kvi.2 szdmos ideg- és izomsejt tipusban megtalalhato,
ezért ez a hatds nem kedvez6 a toxin potencidlis klinikai felhasznalasanak
szempontjabol.

Munkénk soran szolid-fazisi kémiai szintézissel eléallitottuk a vad-ti-
pust anuroctoxint, valamint ismert hatast toxinok szekvencidjanak ossze-
hasonlitdsa alapjan pontmutacidkat hoztunk létre, melyekkel a toxin Kvi3
csatornak iranti affinitdsdnak javitasat kivantuk elérni a Kvi.2 csatorndval
szemben. Sikeresen el6allitottunk tobb mutanst, melyek koziil néhany sze-
lektivitasa jelentésen javult, bar ez kis mértékd affinitas-csokkenéssel jart.
Ezutan ujabb toxinok eldallitdsat tervezziik, melyek mind affinitdsban, mind
szelektivitasban feliilmuljak a nativ toxint, és a potencialis terdpias felhaszna-
las lehetdségét kindljak.

A I1. Biolégiai membrénok, ioncsatorndk és membranfehérjék
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A primycin antibiotikum hatasmechanizmusa: membran dinamikai

vizsgalatok EPR és steady- state fluorimetrias modszerekkel 21
Virdg Eszter', Gazdag Zoltdn ", Beldgyi Jozsef?, Kardos Roland?,

Nyitrai Miklos®, Kunsdgi-Mdté Sandor’ és Pesti Miklos*

'Pécsi Tudomdnyegyetem TTK, BI, Altaldnos és Kornyezeti Mikrobioldgiai
Tanszék

2Pécsi Tudomdnyegyetem AOK, Biofizikai Intézet

3Pécsi Tudomdnyegyetem TTK, K1, Altaldnos és Fizikai Kémiai Tanszék

A primycin antibiotikum hatdsmechanizmusanak vizsgalatdhoz jol jellemzett
Candida albicans 33erg+ vad tipust és e torzsbol elédllitott ergoszterin bioszin-
tézisben mutans, erg-2 torzseit hasznaltuk. Meghataroztuk a torzsek minimalis
gatld koncentracidjat (MGK) primycinnel szemben, amely az 33erg+ torzs
esetében 256 pg/ml, a mutans erg-2 esetében 128 pg/ml volt. Mivel a korabbi
eredményekbdl tudjuk, hogy a két torzs plazmamembranja eltéré osszetételd,
és a primycin érzékenysége is killonbozé a torzseknek, ezért feltételeztiik, hogy
az antibiotikum plazma membrén tamadaspontu.

Meghataroztuk a plazma membran fazistranziciés hémérsékletét EPR se-
gitségével, amely a kezeletlen sejtek esetében 10 °C és 12 °C, mig kezelt sejtek-
nél 14 °C és16 °C-nak adddott a sziil6i illetve a mutans térzseknél. A primycin
kezelés hatdsara tehat rigidebb lett mindkét torzs plazmamembrénja. Steady-
state fluorimetrids mérések sordan mértitk az anizotropia hdmérséklet fiig-
gését primycinnel kezelt illetve kezeletlen mintdkon. A kapott adatok azt
mutattak, hogy kezelés hatdsara a mutdns torzs plazmamembranja rigidebb
lett a sz1il6i torzshoz képest.

Meghatdroztuk, majd modelleztiik a primycin és olajsav - mint egyik f6
membranalkoté molekula - kozotti kolcsonhatdst steady-state fluorimetrids
mérésekkel. A primycin - olajsav kolcsonhatdsban 1:1 sztochiometriai ardnyt
szamitottunk ki. Az igy kialakult komplexet 2 féle hidrogénkotés stabilizalta,
melyek az interakcid sordn jelen voltak egyenként és egyiittesen is. A kiilon-
kiilon kialakuld H kotések esetében a komplex sokkal nagyobb flexibilitdssal
rendelkezett, mint amikor a kettds H kotés volt jelen. A 2 féle kotés egyidejt
kialakulasa tehat az olajsav mozgasat gatolta.
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A nagy teljesitménydi sziirés lehetdségei és problémai

22

Cstics Gdbor
Light Microscopy Centre, ETH Ziirich, Ziirich, Svdjc

A mai modern sejtbiologiai/sejtanalitikai alapkutatds egyik legdinami-
kusabban fejl6d teriilete a nagy teljesitmény( (gatlo RNS alapil) sztirés
(= high throughput screening). Egészen a legutobbi id6kig a sziikséges miisza-
ki hattér komplexitdsa miatt a teriilet elsésorban a gyogyszergyarak szamara
volt elérhet6 de a legutdbbi id6k fejlesztéseinek koszonhetSen a technolodgia
bevonult az egyetemi alapkutatasba is. El6addsomban ismertetem a techno-
légia alapjait, lehetdségeit de kitérek a kiilonb6z6 problémakra/nehézségekre
is kezdve a biolégian, az informatikan ill. a képfeldolgozdson at a az inter-
pretacids nehézségekig. Kiilon hangsilyt kapnak prezentacidomban a nagy in-
formacidtartalma analizissel (= high content analysis) kapcsolatos kérdések.
Konkrét biolégia példakon (virus/baktérium fertézés, sejtosztodas ill. ribo-
szoma biogenezis) mutatom meg, hogy a gyakorlatban hogyan is alkalmazha-
t6 ez az uj metddus.
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A B,-mikroglobulin amiloidképzésének vizsgalata korszerii biofizikai
moédszerekkel

Kardos Jozsef
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék

e res

mint pl. az Alzheimer-kdr, tarsadalmilag egyre stlyosabb problémat okoznak.
A hatékony terapia kidolgozasihoz elengedhetetlen az amiloidképzddés
mechanizmusanak és a szdlak stabilitasit meghatarozé kolcsonhatdsoknak
pontosabb ismerete. Az amiloidképzédés nukleacio-fiiggd folyamat, amely
a megemelkedett fehérjekoncentricion kiviil a kornyezeti paraméterektdl
és mds kolcsonhaté molekuldk jelenlététdl is fiigg. Modellfehérjéil a B -
mikroglobulint (B2m) valasztottuk, amely a vesedializishez kot6d6 ami-
loidozis kialakuladsaért felel6s. Munkank soran komplex biofizikai és biokémiai
modszerekkel tanulmdnyoztuk a f2m polimerizacidjat. Az aggregatumok
morfoldgidjat és méretét elektron- és atomeré mikroszkdpia segitségével vizs-
galtuk. H/D izotdépkicserélédés és IR- spektroszkdpiai mérésekkel az aggrega-
tumok mésodlagos szerkezetére, illetve a hidrogén-hidak altal kialakitott rigid
amiloid mag kiterjedésére kovetkeztettiink. A szalak novekedésének kine-
tikdjat thioflavin-T fluoreszcencia segitségével kovettitk. Vizsgaltuk a szdlak
torésének hatdsat a polimerizacio folyamatdra, amelynek in vivo szerepe lehet
a betegség kifejlédésében. Az amiloidképzdédés termodinamikai paramétereit
direkt modon, izotermalis titracios kalorimetridval hataroztuk meg. Vizsgal-
tuk a kiilénféle adalékanyagok amiloidképzdédésre gyakorolt hatasat. Megal-
lapitottuk, hogy a lizofoszfatidsav (LPA) destabilizalja a nativ f2m molekulat,
amely igy részlegesen kitekeredett, amiloidogén 4llapotba kertil. Limitalt pro-
teolizis kisérletekkel vizsgaltuk az dtmeneti dllapot szerkezetét, felderitve a
molekula fellazult, flexibilis részeit. A hasitohelyeket tomegspektroszkdpidval
azonositottuk. Megallapitottuk, hogy a molekula N-terminalis régidja, amely-
hez in silico dokkolasi kisérleteink szerint az LPA is kot6dni tud, fellazul.
Eredményeink kozelebb vihetnek az amiloidképz8dés mechanizmusanak
megértéséhez és ezzel 0j terdpias lehet6ségek kidolgozaséhoz.
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Egy bioldgiai mintakészités utéélete

24
Viré Gyorgy
MTA Szegedi Bioldgiai Kézpont, Biofizikai Intézet (6726 Szeged, Temesvdri
krt. 62.)

Egy 25 éve kidolgozott mintakészités, kiilonb6z6, nem mindig bioldgiai
teriileten torténé alkalmazasat mutatom be.

A 80-as években szaritott, orientalt bakteriorodopszin mintakat készitet-
tiink, amelyek segitségével sikeresen tanulmdnyoztuk a viz szerepét a fehérje
mitkodésében. A mintak fénygerjesztés hatasara tobb voltos valaszjelet adtak
és extrém koriilmények kozott is hossz ideig miikodésképesek maradtak.

Ezen tulajdonsagok a mintat a bioldgia teriiletén nem szokvanyosak al-
kalmazasokra tették képessé:

o Ultragyors mérések: optikai egyeniranyitas a fehérje terahertzes sugar-
zasanak mérése

 Integralt aramkorokben: optikai érzékelSk készitése

« A fehérje mechanikai mozgasanak atomerémikroszkopos érzékelése

Ezen alkalmazasok nagyrésze a mintak biotechnolégiai adottsagait hasz-
nalja ki és bizonyitja a biotechnoldgiai anyagok lehetéségeit.
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A tropomiozin szerepe a kortikalis aktin halézatok szabalyozasaban 5
5

Bugyi Bedta, Marie-France Carlier

Laboratoire d’Enzymologie et Biochemie Structurales; CNRS, 1 Avenue de la

Terrasse, Bdt. 34, 91198 Gif-sur-Yvette, Franciaorszdg

A sejtmozgas soran meghatarozo szerepet jatszanak a protruzids és adhezios
strukturakat felépité aktin filamentum rendszerek. A sejtmembran kozeli
elagazé aktin halézatot a gyors turnoverrel rendelkezé lamellipodium
alkotja, mig tavolabb a lassabb turnoverrel jellemezheté lamella talalhato.
Eddigi in vivo megfigyelések szerint a tropomiozin eltéré médon befolyasolja
e két aktin hdlozat sejtmozgasban bet6ltott szerepét, azonban a héttérben
all6 molekuldris mechanizmusok nem teljesen tisztdzottak. Munkank
sordn a tropomiozin (vazizom izoforma) hatdsait vizsgaltuk a protrazios
aktin strukturdk kialakulasdra és tulajdonsdgaira. Ennek érdekében
N-WASP-al bevont gyongyokén alapulé biomimetikus motilitas esszét
alkalmaztunk. Vizsgalataink szerint a tropomiozin kompetitiv méddon
gatolja az N-WASP-Arp2/3 komplex altal létrehozott elagazasok kialakitasat,
amelynek kovetkeztében modosul a gyongyok mozgasa. Ez a hatds fiiggott
az N-WASP molekulak gyongyfelszini tavolsdgatdl. Megmutattuk tovabba,
hogy a tropomiozin és az ADF antagonisztikus moédon szabalyozzak az
elagazd aktin hélozat kiterjedését, valamint azt is, hogy a tropomiozinnak
az aktin halézathoz val6 kotédését az elagazasok disszocidcidja szabdlyozza.
Eredményeink alapjan a tropomiozin hozzdaddsa az N-WASP motilitds
esszéhez elegendének bizonyul az in vivo megfigyelt, két eltéré szerkezeti
és dinamikai sajatsagokkal rendelkezé aktin filamentum rendszer
kialakitasdhoz.
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Hogyan sétal a kinezin?

Czovek Andrds, Szollési Gergely, Derényi Imre
ELTE, Biolégiai Fizika Tanszék, Budapest

A kinezin motorfehérje mikrotubulus mentén tud lépkedni és a végére kap-
csolt teherre tobb pN er6t kifejteni. Ennek a mozgasnak a részletes mechaniz-
musa nem ismert. Megvalaszolasra var6 kérdés tobbek kozott a kinezin neck
linkerének pontos szerepe, a neck linker dokkolassal jar6 szabadenergia-val-
tozds, az egy lépés alatt elhidrolizalt ATP-k szama és egy atlagos trajektoria a
kinezin allapotterében.

A kinezin eddigi kinetikai modelljei tul egyszert kinetikai halézatot
hasznaltak és/vagy nem voltak termodinamikailag konzisztensek a kinetikai
allandok megadasakor. Az utobbi években elég adat halmozddott fel ahhoz,
hogy lehetségessé valjon egy olyan modell elkészitése, aminek a bemend
paraméterei kelléen megalapozottak és ami az Gsszes, monomer allapotbdl
konstrualt dimer allapotot tartalmazza. Célunk egy olyan termodinamikailag
konzisztens modell készitése volt, ami megfelel ezeknek a kritériumoknak.

Szimulacionk segitségével reprodukalni tudtuk a kinezinnel kapcsolatos
szamos gorbét, tobbek kozott mutans kinezinekét is. Eredményeink valamivel
tobb, mint 1 ATP/lépést mutatnak és megkérddjelezik a neck linker dokko-
lasra mért kis szabadenergia-véltozast. A modell egyik {8 erényének tartjuk,
hogy egy olyan keretrendszert ad, ami mas motorfehérjék termodinamikailag
helyes modellezésénél is kovetendo.

A III. Modern biofizikai mdédszerek




Mikroméretii eszk6zok készitése és funkcionalizalasa biolégiai
alkalmazasokhoz optikai csipeszben

27

Kelemen Lordnd', Badri Aekbote Lakshman Rao', Ormos Pdl', Jesper
Gliickstad’

*MTA Szegedi Bioldgiai Kézpont, Biofizikai Intézet

*DTU Fotonik, Technical University of Denmark, DK-4000 Roskilde,
Denmark

Mikrogyongyo6k alkalmazasa optikai csipeszben sejtek vagy biologiai makro-
molekulak vizsgélatdhoz, manipuldldsihoz mara mar bevett gyakorlatta
valt. Funkcionalizalasuk sok esetben az egyetlen lehetéség arra, hogy barmi-
lyen kolcsonhatast elérjiink koztiik és a vizsgalt objektum kozott. A mikro-
gyongyok hasznalatakor a fokuszalt 1ézernyalabbal csapdazott és a bioldgiai
objektummal kolcsonhaté eszkéz ugyanaz, ami az alkalmazast esetenként
megneheziti.

A Kkétfotonos polimerizdciéval, mikrométer alatti felolddssal készithetd
mikroszerkezetek 4j lehetéségeket tdrnak fel az él6 szervezetek optikai ma-
nipulacidjaban. Alkalmas tervezéssel elérhetd, hogy az optikai csapdazds és a
manipulacié egymastdl térben elvaljon. A mikroeszko6zok feliiletének funkcio-
nalizdlasa megfelel kémiai eljarasok révén egyszertien elvégezhetd.

Laboratériumunk eredményei kozott megtalalhatok kétfotonos polime-
rizaciéval készitett, optikai csipeszben hasznalhato, sejtek manipulaldsara
alkalmassa teheté funkcionalizalt mikroprébdk Bemutatunk tovabba olyan
mikroeszkozoket, melyekkel demonstraltuk optikai csipesz rendszerben a 3D
mikro-6sszeszerelés lehetdségét.

II1. Modern biofizikai mdédszerek
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Az aminosav oldallancok rotaciés frekvenciainak jelentésége:
funkcionalis THz spektroszkopia lehetésége

Lérincz Istvan, Mdlndsi-Csizmadia Andrds
Eétvos Lorand Tudomdnyegyetem, Biokémiai tanszék (1117, Budapest,
Pdzmdny sétdny 1/c.)

Ha az aminosav oldallancok mozgasat specifikusan tudnank befolyasolni,
akkor az enzimek mikodése kisérletesen vizsgalhaté lenne az egyes régiok
specifikus perturbdcidjaval. Ennek a lehet6ségnek a feltardsa érdekében
kiilonb6z6 enzimek aminosav oldallincainak roticids frekvenciait vizsgal-
tuk szamitégépes molekuldris dinamikai moédszerekkel. Azt tapasztaltuk,
hogy az oldallancok mozgésai THz tartomanyban jol karakterizalt, id6ben
stabil, az egyes aminosavakra jellemz6 spektrumokkal jellemezhetSk.
A spektrumok az aminosavak fajtai valamint a masodlagos szerkezeti ele-
mekben valé el6forduldsok szerint csoportosithatéak. Mindazonaltal az
enzimekben talalhaték olyan aminosavak is, amelyek spektruma eltér a
csoportjara jellemz6tSl. Ugyancsak megfigyeltiik, hogy egy enzim kiilonb6z6
konformaciés éllapotaiban csak bizonyos aminosavak spektruma valtozik
meg. Fiiggetlen biokémiai kisérletekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a csoport-
jatdl eltérd, valamint a konformdacios dtmenetekre érzékeny spektrumu ami-
nosavak tobbsége funkciondlis szempontbdl fontos. A fenti megfigyelések
megnyithatjak a lehet6ségét egy funkcionalis, THz spektroszképiai modszer
kidolgozasara.

wy IV. Fehérjebiofizika




Egy ritkan hasznalt termodinamikai paraméter, a nyomas.

Mit tudhatunk meg az 6sszenyomott fehérjék vizsgalatabol? 29
Smeller Ldszlo
Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet Budapest

Bioldgiai rendszerekben a fehérjékhez kothetd folyamatok altalaban dlladd
hémérsékleten és nyomason zajlanak le. Ez azonban nem zarja ki azt, hogy
a fehérjék tulajdonsdgairdl tobbet tudjunk meg azaltal, hogy a szervezetben
uralkodotdl eltéré fizikai paraméterek mellett vizsgaljuk azokat. A fehérjék
tulajdonsdgainak hémérséklettdl fiiggésére iranyulé mérések a modern bio-
fizika vilagdban mindennaposak. Ehhez képest indokolatlanul kevés munka
vizsgalja a masik - tulajdonképpen a hémérséklettel egyenrangu - termodi-
namikai paraméternek, a nyomasnak a bioldgiai rendszerekre kifejtett hatdsat.
Ezen vizsgalatok hidnydnak a technikai nehézségek mellett a fiziologidstol
nagymeértékben eltérd koriilményektdl valo idegenkedés lehet az oka.

Bar a legels6 olyan publikacié, amely a nagy nyomasnak a fehérjékre gya-
korolt hatdsat irta le, még a mult szdzad elején sziiletett, a téma a fehérjékrol
rendelkezésre allo ismeretek hanya miatt hossza id6re feledésbe meriilt, és
csak a modern szerkezetvizsgald fizikai és biofizikai mddszerek elterjedésé-
vel lendiilt fel.

Az el6adas sordn a nagy nyomas (100 MPa - 1 GPa) mint perturbal6 pa-
raméter felhasznalasaval fehérjéken végzett kisérleteinkrdl (infravoros spek-
troszkopiai ill. kisebb részben fluoreszcencia spektroszkoépiai vizsgalatokrol)
szamolok be, felvillantva, hogy a nyomas alatt végzett mérések milyen uj
informacidkkal szolgalhatnak.

A nyomas hatasanak megértésénél az altalanos Le Chatelier-Braun elvbél
indulhatunk ki. E szerint a nyomds hatdsara a rendszer csokkenteni igyekszik
térfogatat. Ezért dltaldnosan elmondhatjuk, hogy a térfogattal kapcsolatos
informaciokat, térfogati paramétereket lehet meghatdrozni a nyomas segitsé-
gével. Ilyenek a térfogatvaltozas, vagy térfogatkiilonbség (pl. két konformacio
kozott), az aktivacios térfogat, illetve a kompresszibilitas.

Az fehérjék egyik meglepd tulajdonsaga, hogy nagy nyomason elvesztik
szerkezetiiket, kitekeredett (denaturalt) allapotba jutnak. Bér a kitekeredett
fehérjét intuitive nativ szerkezet(inél nagyobb térfogatiinak gondolnank, a fe-
hérje belsejében rejtdz6 iiregek és a fehérjét koriilvevd hidratburok egyiittesen
adjak a megoldas kulcsat.

Infravords spektroszkopiaval szamos fehérje nyomdsstabilitdsat mértik
meg. A tormaperoxiddz esetén vizsgaltuk, hogy a kiillonb6z6 modositasok
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(szubsztrat kotés, a hem helyettesitése, ill. hidnya, Ca*" mentesités, redukalt
diszulfid hidak) hogyan befolydsoljak a szerkezet stabilitasat.

A nyomas és a h6mérséklet sikon végzett mérésekkel megkaptuk a fehérje
tazisdiagramjat. Ezen elliptikus fazisdiagramot sikeriilt Kkiterjeszteni ugy,
hogy a fehérje-fehérje kolcsdnhatésokat is figyelembe vegye. Igy a manapsag
sokat vizsgalt intermedier, fehérje-konformacidkat, valamint aggregacios al-
lapotokat is elhelyeztiik a fazisdiagramon.

Kiilonosen érdekes a fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalata, ugyanis az
intermolekuldris kolcsonhatasok nagyon érzékenyek a nyomasra. Szubdena-
turdl6é nyomassal egyes fehérjeaggregatumok disszocialhatéak, de ennél is ér-
dekesebb az, hogy a hirtelen nyomascsékkenéssel indukalhaté az intermedier
allapotba hozott fehérjék aggregacidja, és ezeken a rendszereken az aggregacio
kinetikaja jol vizsgalhat6. Hasonlé mddon a tobb, vagy sok alegységbdl fe-
hérjék (pl. hemoglobin, kis hésokk fehérjék) monomerjei is disszocialhatok
nyomdssal, ami a koziik levé kolcsonhatds erdsségére, illetve az oligomer
szerkezetnek a funkcidban betoltott szerepére ad informdciot.

A denaturdciés nyomasnal kisebb nyomds hatdsara a fehérje elasztikus
deformaciét szenved. Ennek leirdsara szolgal a kompresszibilitds, amely azon-
ban a fluktudci6-disszipaci6 tétel alapjan nem csak statikus paraméter, ha-
nem a fehérje dinamikaéjarol is informaciot szolgaltat. Specidlis fluoreszcencia
spektroszkdpiai mérésekkel mértitk meg a tormaperoxidaz kompresszibilita-
sat, és adtunk strukturalis modellt a szerkezet heterogén dinamikajara.

A fehérjék nyomas indukalta kitekeredése ill. visszatekeredése sordn a ki-
netika nyomas fiiggésébdl a denaturdci6 soran bekovetkez6 térfogatvaltoza-
son kiviil az aktivacids térfogatok is meghatdrozhatok. Ezt egy két doménbél
all6 fehérje a PGK példdjan mutatom be.

Természetesen a kiils6 nyomas az enzimfehérjék miikodését és az enzim-
kinetikat is befolyasolja, abban a nyomastartomdnyban ahol a fehérje még
nem denaturalddik. A nagy nyomasnak a kinetikdra gyakorolt hatasabol
olyan, az enzimfunkciéra jellemz6 termodinamikai paraméterek szamithatok
ki, mint az aktivélt dllapothoz kapcsolddé térfogatvaltozas, ill. a biokémiai fo-
lyamathoz tartozé térfogatvaltozas. A NADPH:protoklorfillid oxidoreduktaz
enzim altal katalizalt folyamaton a protoklorofillid fény hatasara bekovetkezd
klorofilliddé alakuldsan keresztiil mutatom be ezt a lehetéséget. Ez a példa
is nagyon jol mutatja, hogy a fizioldgias koriilményektdl nagyon eltérd kor-
nyezetben végzett mérések is adhatnak olyan informacidt, amely a fiziologids
koriilmények kozott lezajlo reakciok fontos tulajdonsagait tarja fel.
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A DAAM formin-homolégia doménjének vizsgalata biofizikai

moédszerekkel 31
Barko Szilvia', Mihdly Jozsef* és Nyitrai Miklos'

! Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Biofizikai Intézet
(Pécs, Szigeti it 12.)

2 Szegedi Bioldgiai Kozpont (Szeged, Temesvdri krt. 62.)

Kisérleteinkben a Drosophila melanogaster DAAM forminjanak FH2 és
FH1FH2 fragmentumait karakterizaltuk aktinnal és profilinnal valo kol-
csonhatasuk szempontjabol.

Pirén fluoreszcencia mérésekkel leirtuk az aktin filamentumok polime-
rizéciéjanak és depolimerizacidjanak kinetikajat kiilonbozé koncentracioju
DAAM FH2 és FH1FH2 fragmentumok jelenlétében, és hatdsukat az aktin
kritikus koncentracidjara.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a DAAM fragmentumok
megnovelik az aktin filamentumok polimerizacids sebességét, és hatasuk van
az aktin kritikus koncentracidjara is.

Meéréseket végeztiink az aktin-kotd profilin és a DAAM FHi1 doménjének
kolcsonhatasdra vonatkozoan is. Adataink szerint a kooperaci6 a formin és a
profilin kozott az aktin filamentumok polimerizacidjanak tovabbi gyorsita-
sdhoz vezet.

A DAAM fragmentumok aktinhoz valé kotédésének affinitdsat koszedi-
mentacios modszerrel vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a DAAM fragmen-
tumok a filamentum végéhez és oldalahoz is képesek kotni.

Fluoreszcencia mikroszkopias mérésekkel leirtuk a DAAM-nak az aktin
filamentumok szupramolekuldris szerkezetére gyakorolt hatasat. Eszerint a
DAAM-FH2 és a DAAM-FH1FH2 keresztkotéseket hoz létre az egyes aktin
filamentumok kozott.
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Aktonkot6 fehérjék hatasa az aktin monomer dinamikai
tulajdonsagara

Kardos Roland', Toth Monika', Futé Kinga', Elisa Nevalainen®, Pekka Lappa-
lainen?, Nyitrai Miklés' és Hild Gabor'

'Pécsi Tudomdnyegyetem, AOK, Biofizikai Intézet (7624 Pécs, Szigeti 1it 12.)
*Helsinki Egyetem, Biotechnoldgiai Intézet (00014 Helsinki, Finnorszdg)

Az eukariota sejtek mikrofilamentdlis rendszerének f6 alkoto fehérjéje
az aktin, mely globuldris (monomer) és filamentalis (polimer) formaban
egyarant jelen van a citoplazmaban. Az aktin monomerek filamentumba val
beépiilésének és levalasanak térbeli és id6beli mintdzatat a mikrofilamentélis
rendszerhez asszocialt fehérjék (aktinko6td fehérjék) hatarozzak meg.

A kofilin és a profilin kis molekulastlyu aktink6td fehérjék; az el6bbi a
depolimerizacio, az utébbi a polimerizacid iranydba mddositja a ,treadmil-
ling” folyamatat. Az aktin monomerhez kotédve megvaltoztatjak a nukleotid
kicserélédés kinetikajat; a kofilin lassitja, a profilin gyorsitja a folyamatot.

Fluoreszcencia spektroszképiai modszerek alkalmazdsaval kerestikk a
valaszt arra a kérdésre, hogy az aktin monomer intramolekuldris flexibili-
tasa hogyan mddosul a két vizsgalt fehérje hatdsara, illetve milyen bioldgiai
funkci6 rendelheté a valtozashoz. Az aktin intramolekularis flexibilitasat a
fluoreszcensen jelolt Cys¥+ és a Lys® kozott monitoroztuk. Mind két fehérje
a jelolt Cys*-hez kozel kot az aktinon, igy fluoreszcencia anizotropia méré-
sekkel meghatdroztuk a két fehérje affinitasat a jel5lt monomerhez. Hémér-
sékletfiiggd FRET mérések kimutattak, hogy mindkét fehérje csokkenti a két
aminosav kozti protein matrix flexibilitasat. A kapott stabilizdciés hatdst az
elvégzett kalorimetrias mérések is aldtamasztottak.
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Fotoszintetizal6 baktériumok szinkrontenyésztése: molekularis és
membranatrendezédések

33

Asztalos Emese és Maroti Péter
SZTE Biofizikai Tanszék

A baktérium (Rhodobacter sphaeroides) citoplazmdjaban a sejtmembranbdl
betlir6dott struktdrdban vannak a fotoszintetikus egységek, amelyek egy
reakcidcentrum fehérjébdl és kétféle fénybegytjté antennabdl allnak. Azt
szeretnénk kideriteni, hogyan épiilnek be ezek a rendezett fotoszintetikus
egységek a sejtciklus alatt a membranba. Két lehetéséggel szamolhatunk: 1)
az egységek elére gyartodnak és készen szallitédnak a felhasznalas helyére,
vagy 2) a sejt fokozatosan épiti fel az egységeket a membranban, el6szor a
reakcidcentrumot minimdlis antenndval veszi korbe, majd béviti, és atren-
dezi (szorosabba fiizi). Ennek eldontésére a tenyészetet szinkronizaltuk, mert
ezekben a sejtek egyszerre osztodnak, igy azt is lathatjuk, hogy a fotoszinte-
tikus egységek Osszeszerelése illetve membranba valo beépitése fligg-e a sejt-
ciklustol. A fotoszintetikus egységek szervezédését a fluoreszcencia indukcié
mérésével kovetjilk nyomon, és azt vizsgaljuk, hogy a kapott paraméterek
fiiggenek-e a sejtciklustol. Az eddigi méréseink szerint a fotokémiai sebesség
mutat sejtciklussal 6sszefiiggd valtozast, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy a
fotoszintetikus egységek felépitése nem dllando, hanem a sejtek névekedése
és osztodasa kozben véltozik. Megfigyeléseink alapjan a masodik lehet8séget
tartjuk valoszintibbnek a fotoszintetikus egységeknek a membranba val6
agyazddasara.
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34 A mutacios robusztussag evoluciéja mikroRNS szekvenciakban
Szollési Gergely Janos és Derényi Imre
ELTE, Biolégiai Fizika Tsz.

A genetikai robusztussdg eredete nyitott kérdés: nem egyértetmd, hogy az
kozvetlenil alakul-e ki természetes szelekci6 folytan, vagy fenotipusos tu-
lajdonsagokra valé szelekcié korrelalt melléktermé-ke. Kiilonb6z6 eukariota
fajokbol szarmazé mikroRNS (miRNS) szekvenciakat vizsgalva Borenstein és
Ruppin [1] megmutattak, hogy a miRNS prekurzor szekvenciak szignifikan-
san megemelkedett mutdcids robusztussagot mutatnak. Ezek az eredmények
meglepdek, mivel elméleti eredmények azt mutatjak, hogy a genetikai robusz-
tussag kozvetlen evolucidjahoz nagy effektiv populdcioméretek sziikségek,
amelyek nem tapasztalhatoak tobbsejtt eukariotak kozott.

Az [2] publikdcionkban megmutattuk, hogy: (i) a Borenstein és Ruppin
altal alkalmazott mintavételezési eljards a robusztussag szisztematikus tul-
becsiiléséhez vezet; (ii) a mikroRNS szekvencidk korében erds korrelacio van
jelen a genetikai és a kornyezeti robusztussag kozott. A munka sordn a miR-
Base internetes adatbazisbol miRNS prekurzor-szekvencidkat gy(jtottiink és
azonos szerkezettel rendelkezé szekvenciak véletlen mintajat gyartottuk le.
A véletlen minta és a természetben megtalalhat6 prekurzor-szekvencidk ter-
modinamikai sokasdgat mintavételeztiik a robusztussagra torténd adaptacio
nyomait keresve.

A kornyezeti robusztussag 1j mértékét vezettiik be, amely a masodlagos
szerkezetek termodinamikai sokasigan alapul. Ezt felhasznalva demostral-
tuk, hogy az RNS-folding biofizikaja erés korrelaciot indukdl a mutacids
és a kornyezeti robusztussag kozott. A tobbsejtt eukaridtakra jellemz6, kis
effektiv populacioméreteket figyelembe véve ez erds bizonyiték arra, hogy a
mikroRNS-ek kérében tapasztalhat6 genetikai robosztussag a termodinami-
kai robosztussagra val6 szelekcié mellékterméke.

Az 6rokl6dé (muticids) és nem 6rokl6do (termodinamikai) perturbéciok
kozotti korrelacio lehetséges, hogy kiterjed az RNS mésodlagos szerkezettél
kiillonboz8 genotipus-fenotipus leképezésekre is, mint pl. fehérje folding.
Folyamatban 1év6 munkdnkban arra utalé bizonyitékot taldltunk, hogy a
mutdciok hatdsa egy effektiv hdmérséklettel jellemezhetd. Ez az eredmény a
mutdcids és kornyezeti perturbaciokra adott valaszok kozotti szoros dssze-
fiiggésre utal.
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Fehérjéken beliili elektrontranszport 3
5

Mardéti Péter', Asztalos Emese' és Laczké Gdbor

SZTE Biofizikai Tanszék' és Kisérleti Fizikai Tanszék?

Az élet épitGkoveinek tekintett fehérjéknek kb. harmada redox-fehérje, azaz
megfelel6 koériilmények kozott elektronok felvételére és leadasara képesek.
Ezek kozott vannak olyan fehérjék is, amelyeken belill nem csupan egy,
hanem t6bb redox-centrum is van, és kozottilk elektron atadds-atvétel,
mas széval belsé elektrontranszfer jatszodhat le. Mivel ennek sebessége és
hatékonysdga élettanilag fontos folyamatokat iranyithat, ezért miikodésitk
részleteinek megismerése alapvetés. Az eléadasban egy redox-fehérjét, a fo-
toszintetizalé baktériumok reakcidcentrumat valasztjuk ki, annak is az egyik
legfontosabb redox-centrumat, a primér kinont. Itt dol el lényegében, hogy
az elnyelt fényenergia tud-e fotokémiai szempontbdl hasznosulni. ill. ha igen,
akkor milyen mértékben. Ebben els6sorban az elektrontranszfer sebessége és
a redox centrumok kozotti szabadenergia-esés jatszik meghatdrozé szerepet.
Ezek hatdsat tanulmdnyozzuk (egy-egy kulcspozicidban levé aminosav
kicserélésével kapott) mutdns és a természetes ubikinont alacsony poten-
ciala kinonokkal (pl. antrakinon-szdrmazékokkal) helyettesitett reakcio-
centrumokon. A bakterioklorofill késleltetett fluoreszcencidjanak mérése
killongsen alkalmas modszer, mert kozvetleniil adja meg a fotoszintetikus
energia-hasznosuldssal szemben veszteségként jelentkez6 visszreakcidk kine-
tikai és energetikai jellemzdit.

[1] Borenstein, E, Ruppin, E (2006)
Direct evolution of genetic robustness in microrna.
Proc Natl Acad Sci 103:6593-6598.

[2] Szoll6si, GJ, Derényi, I (2009)
Congruent evolution of genetic and environmental robustness in microrna.
Mol Biol Evol 26:867-874.
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Klorofill prekurzorok nativ szerkezete, spektralis tulajdonsagai és
élettani szerepe

Béddi Béla, Solymosi Katalin, Késa Annamadria, Vitdnyi Bedta,
Hideg Eva*

Eétvos Lorand Tudomdnyegyetem, Novényszervezettani Tanszék; *MTA,
SzBK, Novénybiolbgiai Intézet

Természetes koriilmények kozott fejlddé novények egyes szévetei fénytdl el-
zartan alakulnak ki, ezért a klorofill bioszintézis eléanyagai halmozdédnak fel.
Legjelent8sebb a protoklorofillid (Pklid), ami kiilénb6z6 molekula-komplex-
ekbe épiilhet be és eltérd spektralis tulajdonsagokat mutat. Egyes szervekben
a monomer allapot domindl; itt a pigment nem kromofér molekuldhoz (a
NADPH:Pklid oxidoreduktdz enzimhez (POR) vagy mashoz) kotédik. Mas
szervekben a POR-Pklid-NADPH hdrmas komplexei dimerekké és oligome-
rekké rendezédnek, ami jol modellezheté: a harmas komplexek glicerines-
szacharozos pufferben aggregaltathatok. A monomerek fény hatasdra csak
kismértékben redukdlédnak klorofilliddé, tobbségiik foto-oxidacios folya-
matokat szenzibilizdl. A dimerek és oligomerek nagy hatékonysaggal reduka-
lédnak, de atalakuldsuk kinetikdja fiigg annak a membrannak a szerkezetétél,
amelyben kotottek. Ezeket a folyamatokat csiranovények talaj felszine alatti
szoveteiben, természetes fény-sotét peridduson fejlodott, rigypikkelyek altal
takart rigyek levélkezdeményeiben, virdgbimbdk belsejében, termésfal altal
ledrnyékolt termésekben is kimutattuk. Ez aldhtzza a nativ molekula-szerve-
28dés jelentdségét a foto-oxidacios folyamatok megel8zésében és kivédésében.
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Makroszképosan és mikroszképosan rendezett rendszerek ESR

spektrumainak szimulacidja a lasstforgasa tartomanyban 37
Grof Padl, Beldgyi Jozsef*

Biofizika és Sugdrbioldgiai Intézet, Semmelweis Egyetem; Budapest,
*Biofizikai Intézet, Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar,
Pécs

A bioldgiai makromolekuldk ESR spektrumai, az ESR spektroszkdpia termi-
noldgidja alapjan harom, kiilonb6z6 korrelacids idejli tartomanyba sorolhatok:
i.) gyorsforgasi tartomanys; ii.) lassti forgasi tartomany valamint iii.) igen lasst
forgasi tartomdny. Az elsé tartomdnyba esnek a kis molekulak és a makro-
molekuldk gyors szegmensmozgasai; az erre jellemz6 korrelacios id6 a ps-ns
tartomanyban van. Az igen lasst forgdsi tartomanyba esé molekularis mozga-
sok spektroszkdpiai megfigyelése ST-ESR technikét alkalmaz, s a spektrum
alakja alapvetGen eltér a masik két tartomanyban mértekétél. A lassu forgasi/
mozgasi tartomany a mintegy 5 ns — 107 s—ig terjed. Ebben a tartomanyban a
spektrélis anizotrépidk mar nem atlagolédnak ki, igy ebben a tartomanyban a
korreléciés id6k meghatarozasa Freed és mtsai. dltal korabban leirt médon, a
spektrumszimulacidkon alapulé nomogramok, illetve az azokat leiré megfelel$
fiiggvények segitségével lehetséges. A mddszer alkalmazasanak implicit hibéja
azonban abbol fakad, hogy az elérhetd nomogramok elsésorban izotrép
Brown-mozgasra, meghatdrozott vonalszélességekre vonatkoznak. Korabbi
munkainkban aktin-filamentumok konvencionalis ESR spektrumait vizsgalva
megallapitottuk, hogy az aktin-filamentumok gél allapotban makroszképiku-
san rendezddnek. A szokasosan hasznalt spin-jel6lé molekulak jo kozelitéssel
mereven kacsolddnak az aktin filamentumbhoz, térbeli mozgasuk mind a sajat,
mind az aktin-filamentumoké ebben az esetben nem irhato le izotrép, Brown-
rotacids-diffuzidval. Freed és mtsai korabbi munkaikban a lipidrendszerek
ESR spektrumainak leirdsara kifejlesztették a ,mikroszképosan rendezett
makroszkdposan rendezetlen” modszert, ami — tobbek kozott — képes fi-
gyelembe venni az anizotrép rotacids diffuziot, izotrdp eloszlasi makroszko-
pos rendezettségli rendszerekre, a ~ ns — ms-os forgastartomanyra. Az ESR
spektrumok szimuldcidjara vonatkozé Freed-féle NNLS-programot tovabbfej-
lesztve lehetévé valt — altaldnosan hasznalt Winodws-os kezeldfeliilettel el-
latva — a mikroszkdpikusan és makroszkdpikusan is rendezett rendszerek,
makromolekuldk ESR spektrumainak szimuldciéja. A poszteren néhany
szimulalt ESR spektrumot mutatunk be, tengelyszimmetrikus makroszkdépos
eloszlast és anizotrdp rotacids diffuzidt figyelembe véve.
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A fehérjék jelenlétének hatasa a DNS-porfirin kdlcsonhatasra

Csik Gabriella’, Egyeki Marianna', Herényi Levente', Majer Zsuzsa?,
Téth Katalin’®

‘Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intzézet, Budapest;
2Eotvos Lordnd Tudomdnyegyetem, Szerves Kémia Tanszék, Budapest;
3DKFZ, Biophysik der Makromolekiile, Heidelberg

A mezo(4-N-metilpiridil)porfirin (TMPyP) és nukleoprotein komplexek
- T7 bakteriofag és HeLa nukleoszoma - illetve az azokbdl izolalt DNS kol-
csonhatasat vizsgaltuk. A porfirin abszorpcids spektrumainak felbontasaval
és CD spektroszkopia felhasznaldsaval mind a DNS-ben, mind a nucleo-
protein komplexekben a porfirin két kotott formajat - interkalalt és a kiilsd
kotott - azonositottuk. Az egyes kotott formak mennyiségének és aranyanak
elemzése ramutatott, hogy a fehérjék jelenléte mindkét NP komplexben
csokkenti a nukleinsav hozzaférhet6ségét, de a kotott formak aranya markan-
san kiilonbozik a két nukleoprotein komplex esetében. UV és CD melting
felhasznaldsaval kimutattuk, hogy a porfirin kotodése a nukleoszémaban
destabilizalja a DNS-fehérje kolcsonhatdst, mig a T7 NP-ben ilyen hatas nem
volt kimutathatd. A porfirin altal indukalt fotokémiai reakciok csokkentették
mindkét NP illetve az azokat alkot6 nukleinsavak termikus stabilitdsat, de a
nukleoszéma lényegesen érzékenyebb volt a kezeléssel szemben.
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Onszervez6dé mesterséges kloroszémak, porfirin nanorudak

anizotrop sajatsagai 39
Anita Zupéanovd-3, Steinbach Gabor', Szabé Mildn', Tomds Fessl**,
Frantisek Viacha>*4, Silviu Balaban’ és Garab Gydzd"

* MTA, Szegedi Bioldgiai Kozpont, Szeged

2 Institute of Plant Molecular Biology, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Ceske Budejovice, Czech Republic, E-mail: anitazupcanova@gmail.com

3 Institute of Physical Biology, University of South Bohemia, Nove Hrady,
Czech Republic

+ University of South Bohemia, Faculty of Science, Czech Republic

s Karslruhe Institute of Technology, Forschungszentrum Karlsruhe, Institute
for Nanotechnology, Karlsruhe, Germany

A napenergia hatékony dtalakitasaban kiemelked6en fontos olyan molekularis
eszkozok tervezése és kialakitdsa, melyek a foton energiajat alacsony fényin-
tenzitds esetén is nagy hatasfokkal képesek elektromos energiava alakitani.

Fotoszintetikus szervezetekben a napfény energidjat nagyméret(i makro-
aggregatumokba szervez6dd fénybegy(ijté antenna rendszerek ‘csapddzzak’
és tovabbitjik a fotokémiai reakcidcentrumok felé. A zoldbaktériumok kloro-
sz6mai — amelyekben a bakterioklorofill molekuldk néhdny szdz nm atméréjt
rendezett aggregatumokat alkotnak - a- leghatékonyabb ismert természetes
fénybegyijté antenna rendszerek.

A 3,13-Zn-ketol porfirin pigmentek szerves olddszerekben nanorudakka,
5-10 um hosszusagu és 1-2 pm szélességli struktirdkka szervezédnek. Ezek
a ,mesterséges kloroszémak” jol orientdlhatdak >0.5T erdsségli magneses
térben, és er6sen polarizalt fluoreszcencia emisszidt bocsatanak ki; linedris
dikroizmusuk is magas. Differencidl-polarizacids lézersugarpasztazé mikro-
szkop (DP-LSM) segitségével feltérképeztiik a polarizalt fluoreszcencia ani-
zotrdpia, fluoreszcencia detektalt linedris dikroizmus és a fluoreszcencia
emisszi6 polarizaciéfokanak — magas lokalis értékeket mutaté homogén - tér-
beli eloszlasat.

A mesterséges kloroszomak - a nativ rendszerekhez hasonld (st azt is
felilmulo) - erds optikai és diamagneses anizotrop sajatsagai kiemelked6en
fontosak lehetnek a gerjesztési energiavandorlasi folyamatokban; egyuttal
lehet6séget teremtenek ezen egységek mikromanipulacidjara.
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A sotétben hajtatott tiszafa (Taxus baccata) klorofill bioszintézisének
sajatossagai

Skribanek Anna', Solymosi Katalin’, Hideg Eva’, Boddi Béla’
‘Nyugat-Magyarorszdgi Egyetem, Novénytani Tanszék

2E6tvos Lordnd Tudomdnyegyetem, Bioldgiai Intézet, Novényszervezettani
Tanszék

3Szegedi Bioldgiai Kozpont, Novénybiologiai Intézet

A klorofill bioszintézise zdrvatermé névényekben fénytdl fiiggd folyamat,
mivel ezekben a novényekben a reakcidut egyik 1épését katalizal6 NADPH:
Protoklorofillid OxidoReduktaz (POR) enzim mikodéséhez fényt igényel.
Az alacsonyabbrendii novényekben a fénytdl fiigg6 enzim mellett egy masik,
hasonl6 funkci6ju, de teljesen mas szerkezetti POR enzim is megtalalhato.
Kevéssé ismert, hogy a nyitvatermékben hogyan szabélyozddik a két, azonos
funkci6ji enzim egyiittes miikodése az egyedfejlédés sordn.

Kisérleteinkben 4-8 hétig sotétbe helyeztiink tiszafa dgakat, majd tanul-
manyoztuk a riigyekbdl s6tétben kifejl6do fiatal hajtasokat. Spektroszkopiai
modszerekkel meghataroztuk a kiilonbozé fejlettségii levelek (fiatal cstcsi,
illetve idésebb levelek) valamint a szarak pigment-Osszetételét, a klorofill,
illetve protoklorofillid pigmentek nativ szervez6dését, valamint klorofill flu-
oreszcencia imaging segitségével jellemeztitk a mintak fotokémiai aktivitasat.
A novényi szintestek szerkezetét elektron mikroszkdpidval vizsgaltuk meg.
Arra kovetkeztethetiink, hogy a két enzim miitkodési aranya szerv-specifikus,
a szarak kevesebb klorofillt képesek sotétben szintetizalni, mint a levelek.
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Vazizom titin nanomechanikai vizsgalata erdévisszacsatolt

. . 41
lézercsipesszel

Martonfalvi Zsolt', Pasquale Bianco?, Kellermayer Miklos S. Z.3
'Pécsi Tudomdnyegyetem AOK Biofizikai Intézet

*Department of Evolutionary Biology, University of Florence, Italy
sSemmelweis Egyetem AOK Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet

A titin a fél szarkomert athidald filamentaris fehérje, mely molekularis rugo-
ként, szarkomerikus templantként és feltehetéen mechanoszenzorként funk-
ciondl a harantcsikolt izomban. A molekulat felépit6 globuldris szerkezeti
domének tandem ismétlddése miatt a titin kedvelt kisérleti modell az
er6vezérelt fehérjetekeredési vizsgalatokban. Mivel azonban a hagyomanyos
mechanikai manipulacids kisérletekben az erd és a molekulahossz egyszerre
valtozé paraméterek, a tekeredési mechanizmusok pontosabb megértése
érdekében az egyik valtozot idedlisan konstans értéken kell tartani. Kisér-
leteinkben erdvisszacsatolt 1ézercsipesz segitségével allando erénél vizsgaltuk
a titinmolekula tekeredési folyamatait.

Allandé erével (~100 pN) térténé megnyujtas sordn a molekula konttr-
hossza diszkrét 1épésekben novekedett, ami az egyes globularis domének soro-
zatos kitekeredését reprezentalja. Allandé eré (~2 pN) melletti relaxacié soran
a molekula rovidiilése egy tobbfazisu, sszetett erd valaszt mutatott, ami arra
utal, hogy a kitekert polimerldnc nem tisztan entrépikus mechanizmusokon
keresztiil veszi fel alakjat. A feltekeredett molekula Gjbdli megnyujtésa sordn a
domén kitekeredések ismét megfigyelhetSk voltak.

Allandé terhelés melletti ciklusos eré-rdmpa kisérletek sordn, a sorozatos
doménkitekeredést mar alacsony eré6knél (~50 pN) is megfigyeltiink. A nydj-
tasi terhelés az egyes ciklusokban 1-10 pN/s kozott, a minimalis molekulara
hat6 er6 pedig 2-10 pN kozott valtozott. A részlegesen kitekert molekula 2 pN
erdig torténd rampa relaxdcidja soran entrépikus ,,féregszert“ lancként visel-
kedett, majd azonnali tjra megnyujtdsa sordn nem tapasztaltunk szignifikans
domén tekeredést. A teljes domén Gjratekeredéshez feltehet6en hosszabb id6t
kell a molekuldnak alacsony erénél (< 2 pN) megrévidiilt allapotban toltenie.
A kitekeredett titinmolekula révidilését tehat nemcsak entropikus, hanem
entalpikus mechanizmusok is segitik, és a molekula hoszd ideig diffundal
a konformaciés energiaprofilon, miel6tt térbeli szerkezete teljesen stabili-
zalédik.
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Szerkezeti atmenetek egyedi dezmin intermedier filamentumokban

Kiss Baldzs, Karsai Arpdd, Kellermayer Miklés S.Z.
Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Biofizikai Intézet

A dezmin, az izomszovet intermedier filamentuma feltételezett szerepet
jatszik a szoveti mechanikai integritds és rugalmassdg fenntartdsaban, mely-
nek molekuldris alapjai nem pontosan ismertek. Kisérleteinkben izolalt,
egyedi dezmin filamentumok morfoldgidjat, rugalmassagat és mechanikailag
vezérelt szerkezeti dtmeneteit vizsgaltuk atomerémikroszképpal (AFM).

A dezmin polimerizaciéjat Na+ vagy Mg++ s6 hozzdaddsaval indukaltuk,
majd a kialakult filamentumokat csillam-, vagy szilanizalt targylemezfel-
szinhez adszorbealtuk. A felszint az AFM rugdlapkajaval végigpasztazva
regisztraltuk a filamentumok geometriai orientacié-eloszlasat. A rugélapka
vertikalis mozgatasaval a molekuladkat feszités-relaxaci6 ciklusokban nyujtot-
tuk, melyek sordn a dezmin rugalmassdgat leir6 er6-megnyulas fiiggvényeket
vettiink fel.

A filamentumok konttrhossza és vég-vég hossza alapjan szamitott per-
zisztenciahossz 0,48 um, a becsiilt Young-modulus 3,7 MPa. A molekuldk
nyujtasa soran regisztralt 20-6o pN nagysagu eréatmenet vélhetGen a dez-
min dimerek kiszakitasat jellemezheti. A dezmin tovabbi nyujtasakor mért
konstans er6 feltehet6en protofilamentum-levalasztodas kévetkezménye, mig
a molekulakotegek tovabbi nyujtasakor mért nemlinedris rugalmassag a rész-
legesen denaturélt dezmin dimerek mechanikai valaszat tiikkrozheti.
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Optikai rezonanciak jelolésmentes érzékeléshez

43

Horvdth Rébert
MTA MFA (1121, Budapest, Konkoly Thege Miklos tit 29-33.)

Az optikairezonatorok és fényvezetSk fejlesztése napjaink egyik legdinamiku-
sabban fejl6dé kutatdsi teriilete. Széles skaldjuk magdban foglalja az informacié
tovabbitasara kifejlesztett optikai kébeleket, integralt optikai rezonatorokat
(optikai szamitégép) illetve napjaink legmodernebb bioszenzorait. Ezen elren-
dezésekben a fény terjedését bizonyos iranyokban egy mesterségesen kialaki-
tott nano- vagy mikrostruktdra korlatolja, igy az elektromagneses sugarzas —
hasonléan a kvantummechanikaban megismert elektrondllapotokhoz - csak
bizonyos és jol meghatarozott médusok (rezonanciak) forméjaban terjedhet.
Bioszenzor alkalmazasokban az érzékelend6é minta (fehérje, DNS, virus, bak-
térium, méreganyag stb.) jelenlétével perturbdlja a rendszer rezonancidit, igy
ezen anyagok nagy pontossagu detektaldsara nyilik méd. A technoldgia jelen
allasa szerint akdr egyetlen molekula jelolésmentes érzékelése is lehetséges.

Az el6adas ezen szenzorok legtjabb alkalmazasi teriileteit tekinti at, mint
példaul fehérjerétegek struktirajanak valds idejli karakterizdlasét, illetve
embrionalis dssejtek feliileti viselkedésének nyomonkovetését.
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Fehérjerétegek optikai vizsgalata bioszenzorikai alkalmazasokhoz

Kurunczi Sandor
MTA MFA (1121, Budapest, Konkoly Thege Miklds 1it 29-33.)

Eléadasomban flagellaris filamentumok szenzorfeliilethez régzitésének (im-
mobilizacid) eredményeit mutatom be. A flagellaris filamentumok genetikai
modositasaval olyan receptorfehérjéket kivanunk eldéllitani, amelyeket az
MTA Miszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Kutatdintézetben (MFA) fejlesz-
tett optikai szenzorokban alkalmazunk.

Bioellipszometriai mddszerrel és optikai hullimvezetd szenzorral (OWLS)
végeztiink kisérleteket a tobb szaz nanométer hossztsagu flagellaris filamen-
tumok immobilizacidjara. A felhasznalt hordozok Si félvezetd lap (bioellip-
szometria) és TiO, -SiO, dsszetételti hullimvezeté (OWLS) feliiletek voltak.
A hordozdk feliiletét amino-propil trietoxi szilannal (APTES) kezeltiik, és a
kialakitott amino-csoportokhoz glutaraldehid keresztkot6vel kapcsoltuk a
flagellaris filamentumokat. Méréseink azt mutatjak, hogy az immobilizacio
kinetikdja a bioszenzorikaban szokasostol eltéréen lassabb folyamat, amely-
nek természetes oka a filamentumok nagy mérete. Az immobilizalt rétegrél
készitett AFM képek és optikai modellek alapjan olyan részben rendezett
(orientdlt) filamentum-réteg feltételezhets, amely vertikalisan két kiilonb6z6
optikai stirtiségti rétegnek mutatkozik. Az igy elérhetd nagy feliileti kt6hely-
stirtiség rendkiviil elényos szenzorikai alkalmazasokban, amelyet flagellinre
specifikus IgG oldat reakcidjaval demonstaraltunk.
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Fehérjék integralt optikai alkalmazasa

45

Fdbidn Ldszl6, Valkai Sdndor, Oroszi Ldszl6, Ormos Pdl, Dér Andrds
MTA Szegedi Bioldgiai Kozpont, Biofizikai Intézet (6726 Szeged, Temesvdri
krt. 62.)

A biofotonika jeleniink egyik 1j, dinamikusan fejldd6 interdiszciplindris alkal-
mazott kutatasi teriilete, mely 6tvozi a biofizikat, optikat és szamitastechnikat.
A 60-as évektdl kezd6dbéen a szamitastechnika fejlédése exponencidlisnak
tekinthet6: a szilicium-alapu integralt aramkorok alkatrész-striisége a tech-
noldgia megjelenése 6ta nagyjabdl évente megduplazodik (Moore-torvény).
A miniatiirizalds azonban nem folytathat6 a végtelenségig, elemzések szerint
az elkovetkezd tiz évben elérjiitk az elméleti hatart (,Moore’s Law hits the
wall”). A probléma hosszu tavii megoldasa 1j anyagokat, 1j miikodési elveket
kivan. Igéretes alternativdnak tdinik az integralt optika, amely az elektronikus
aramkorok analogidjaként fényt, miniatiir fényvezetSket és optikai elemeket
hasznal az informacio tovabbitasdara.

Az optikai adatfeldolgozas sziik keresztmetszete az olyan nemlinedaris op-
tikai tulajdonsdgokkal rendelkezé anyagok felkutatdsa, melyek képesek ezen
optikai dramkorok vezérlésére. Jelen munkdnkban a bakteriorodopszin és a
fényérzékeny sarga fehérje (Photoactive Yellow Protein, PYP) integralt optikai
alkalmazasdn keresztiil demonstraljuk, hogy a jové fotonikai dramkoéreiben
bioldgiai anyagok egyenértéki versenytarsai lehetnek a jelenleg alkalmazott
szildrdtesteknek.
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. HEp-2 tumor sejtek magjaban jelenlévé aktin karakterizalasa
Czimbalek Livia, Barko Szilvia, Futé Kinga, Toth Monika, Kupi Tiinde,
Hild Gabor és Nyitrai Miklos
Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Biofizikai Intézet
(7624 Pécs, Szigeti u. 12.)

A sejtmagon belill az aktin monomer, polimer illetve bizonyos specialis
szerkezeti formdban (palcikdk, csavarok) egyarant megtalalhat6. Az ak-
tin jelenléte elengedhetetlen az RNA polimerdzok miikodéséhez, tovabba
Osszetevéje a kromatin atalakuldsi komplexumnak is. Funkcionalis szerepet
jatszik a fehérjék és az RNA molekulak nuklearis transzportjaban, valamint a
sejtmag burkolatanak kialakitdsaban is.

A sejtmagon belilli aktin-kotd fehérjék egy része képes befolydsolni az
aktin monomerek nukleotid cseréjét (pl. cofilin, profilin), mig mas résziik
hatékonyan vesz részt az aktin monomerek polimerizacidjaban (pl. formin,
ARP2/3), és aktiv szerepet jatszanak az aktin molekulak citoszol és sejtmag
kozott torténd mozgasaban, valamint kapcsolat fedezhet6 fel a tumoros meg-
betegedésekkel is.

Munkénk soran Eppendorf InjectMan NI2 injektdl6 rendszer segitségével
Oregon-green 488-al jelolt G-aktint fecskendeztiink HEp-2 sejtek cytolpaz-
majaba, és sejtmagjaba. A sejteket IX81 Olympus epifluoreszcencens mikro-
szkoppal vizsgaltuk. Az aktin és az aktin-kotk fehérjék sejtmagon beliil
torténd elhelyezkedése értékes informdaciokat szolgaltat az interakcidikra és a
sejtmagon beliil lezajlé események idejére vonatkozoéan.
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A sejtmag motilitasanak vizsgalata mikro-mintazott feliileteken 49
Kiss Alexa, Csiics Gdbor
Light Microscopy Centre, ETH Ziirich, Ziirich, Svdjc

A sejtmag mint az 6rékitéanyag hordozoja, az eukariota sejtek legjelentésebb
organelluma. Pontos elhelyezkedése kulcsfontossagu szerepet jatszik szamos
organizmus és sejttipus fejlédésében. A sejtmag pozicionalasanak folyamata
emlds sejtekben — mas modell-szervezetekhez ( S.cerevisiae, C.elegans ) képest
- kevésbé ismert. A legnagyobb kihivds ezen vizsgalatok sordn a sejtmag és a
sejt mozgasanak megkiilonboztetése. Erre kinal egy lehetséges megoldast az
un. mikropecsételés technoldgia. A vizsgalt felilleten kialakitott mintdzatot
a sejtek letapadasdnak kedvezd fehérje (fibronektin) és egy hidrofil, az ad-
héziot gatld polimer (poli-etilén-glikol, PEG) rétegei alkotjak. Mikroszkdpos
felvételeken lathato, hogy az igy moédositott felszineken a sejtek bipolaris mor-
folégigval rendelkeznek, és a sejtmag oszcilldl.

Kutatasunk célja a megfigyelt jelenség molekularis hatterének és mecha-
nizmusanak tanulmanyozasa és egy lehetséges biofizikai modell megalkota-
sa. Korabbi kisérletek mar igazoltak, hogy a citoszkeleton szerepe jelentds a
folyamatban, de a miikodési elv még ismeretlen. Kisérleteink féleg a sejtmag
mozgasanak megértésére koncentralnak, am eredményeink hozzéjarulhatnak
az emlGs sejtek polarizdcidjanak, vandorlasanak, és az extracellularis matrix
komponenseivel torténé kolcsonhatasanak vizsgalatahoz.
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A készarukezelés hatasa a friss kenyér allomanyara és izére

Lambertné Meretei Anikd, Kovdcs Zoltdn és Fekete Andrds

Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomdnyi Kar, Fizika-Automatika
Tanszék (1118 Budapest, Somloi it 14-16. Tel.:+36 1 482-6023, e-mail:
aniko.meretei@uni-corvinus.hu)

A siit6ipari termékeknél a fogyasztéi véleményt dontSen a termék alloménya
és ize hatdrozza meg. Munkdnk célja a kilonb6z6 hémérsékleten torténd
hilés hatdsinak meghatdrozasa a kenyérbél szerkezetére és izére. Azonos
oOsszetétellel és technologiai paraméterekkel készitett kenyereket vizsgal-
tunk a gyartds napjan. Kétféle arukezelést alkalmaztunk, az elsé csoportot
szobah6émérsékleten htitottitk (lassi hités), a masodik csoportot pedig
5 °C koriilli hémérsékleten (gyors hiités). A kenyerek iztulajdonsagainak
megallapitasihoz mindkét csoport esetén a hiilés folyaman 100 °C, 60 °C,
40 °C és 25 °C-os hémérsékleten vettiink mintat az elektronikus nyelves
mérésekhez. A kenyerek szobahdmérsékletre torténé hiitése utan reoldgiai
méréseket végeztiink a 12 mm vastagsagu kenyérszeleteken TA-XT2 tipust
precizi6s penetrométerrel. Az elektronikus nyelv mérési eredményei alap-
jan a kilonbozé hémérséklett kenyerekbdl el6készitett mintak csoportjai a
készitési hdmérsékletitknek megfelel6 sorrendbe rendezédtek. A gyorshiités
soran a kenyér jobban megérzi a frissensiilt kenyérre jellemz6 iztulajdonsa-
gait. Az dllomanymérés eredményeinek értékelésénél négy régiora osztottuk
a kenyereket, a régionkénti osszehasonlitds alapjan 95 %-os szignifikancia
szinten kiilonbség mutatkozott a kétféle hiitést kenyér keménysége kozott.
A gyorshtités soran a kenyér sokkal ellenallobb szerkezettel rendelkezik, vala-
mint jobban meg6rzi friss izét.




A y-sugarzas okozta genetikai instabilitas vizsgalata in vitro
sejtkultiraban 2
Schilling Bogldarka , Sandor Nikolett, Hegyesi Hargita , Sdfrdny Géza

Orszdgos "Frédéric Joliot-Curie" Sugdrbioldgiai és Sugdregészségiigyi Kutato

Intézet

Ismert, hogy az ionizalé sugarzas a teljes géndllomanyra kiterjed instabili-
tast okoz, ami generacidkon keresztiil fennmarad. Az utddsejtekben né a
genetikai valtozdsok, a malignus atalakuldsok gyakorisaga, a mutdcidk és
kromatid aberraciok szama, csokken az osztédasi képesség, az élettartam.

Munkénk sordn in vitro immortalizalt human fibroblaszt sejtkultirakat
kezeltiink egyszeri °°Co-gamma besugarzassal, névekvé dozisokkal. A kis do-
zis okozta genetikai instabilitas kisérleteket indokolja, hogy orvos-diagnoszti-
kai vizsgalatok soran ebben a tartomanyban éri a pacienst a sugarzas. Mértitk
a sejtek osztddasi képességét, és a mitokondridlis DNS karosodas id6beli val-
tozasat. Utobbi mdodszert azért valasztottuk, mert valds idejii PCR -rel érzéke-
nyen meghatarozhato a delécids és normal mtDNS mennyisége és aranya.

Eredményeink szerint mar 100 mGy sugardézis hatasdra kimutathaté a
sejtszam csokkenése, a deléciés mutansok szama a kontrollhoz képest 10 %-
kal né, és id6vel nem valtozik. Ketté Gy sugardézisnal kifejezettebb hatast
figyelhettiink meg, az elsé két hétben a sejtszam nagymértékben csokken,
majd a harmadik hétt6l kontrollhoz kozelit. A mtDNS delécié kialakulasa
is 2-3-szorosara emelkedik. A hatodik héttdl a sejtszdm ismét cs6kken, és a
mutdns mtDNS ardnya a kontroll szintje f6l6tt alakul.

Eredményeink szerint a genetikai instabilitds mar kis dézisok hatasara is
kialakul és mérésének érzékeny markere a mtDNS mutdci6 kovetése.

.
ﬂ%fcﬁ




- Mit Iat az AFM t(i, az é16 endotél és melanoma sejtek maganéletébol?
Végh Attila Gergely, Fazakas Csilla, Wilhelm Imola, Krizbai Istvdn,
Viré Gyorgy
MTA SZBK Biofizikai intézet, Szeged

Az AFM (Atomic Force Microscope) egy nagyon hegyes tli segitségével
mintegy ,letapogatva” a kivant minta felszinét, képes arrol haromdimenzids
topografiat késziteni. Mivel a mddszer folyadékban is mikodik, él6 sejtekrol
nagyfelbontasu képek készitésére nagy sikerrel alkalmazhato.

Jelen munka a bérrakok koziil a legveszélyesebb, az életet is fenyegetd
melanoma, a bér festéktermel§ sejtjeib6l (melanocitakbol) kiindulé rakhoz
kapcsolodik. A veszélyessége abban rejlik, hogy a tobbi bérrakkal ellentétben
a melanoma gyorsan attéteket képez a test tavoli részeibe, ahol tovabb novek-
szik és roncsolja a szoveteket. Tobbek kozt jelentds gyakorisaggal, az esetek
40-60%-ban, képeznek agyi attéteket, amihez at kell jutniuk a vér-agy gatat
képezd endotél sejtek rétegén.

Kisérleteinkben ezt az atjutasi folyamatot kovettiik konfluens hCMEC/D3
él6 endotél sejtkulturdra helyezve A2058 melanoma sejteket. Eddigi kisérlete-
ink azt mutatjdk, hogy a melanoma sejtek megvaltoztatva mechanikai tulaj-
donsagaikat, az endotél sejteket félretaszitva rést tornek a folytonos rétegen.
A folyamat pontos leirashoz és megértéshez tovabbi kisérletek sziikségeltetnek.




Elektromos impedancia spektroszképia mint roncsolasmentes

szerkezetvizsgalati modszer 33
Vozdry Eszter

Budapesti Corvinus Egyetem, Elelmiszertudomdnyi Kar, Fizika-Automatika
Tanszék

Az é16 szovetek jellegzetes impedancia spektrumot adnak az 1 Hz - 30 GHz
frekvenciatartomanyban. Az 1 Hz - 1 kHz, ill. a z 1 kHz - 100 MHz frekven-
ciaknal jelentkezé savok az ionos vezetésrél, ionok diffuzidjarol, ill. a sejtmem-
branok passziv kapacitasarél adnak felvilagositast (1). Zoldségek, gytimolcsok
taroldsakor, ill. szdritasakor fellépd szerkezeti valtozasok jol kovethetéek az
impedancia paraméterek értékeivel. A hiisok 6regedési folyamati is leirhatéak
bizonyos impedancia paraméterekkel.

Alma étint6jén ugyanazon a helyen, héjjal és hdmozva mértitk meg az
impedancia nagysagat és fazisszogét 10 Hz — 1 MHz frekvenciatartomanyban.
Méréseket végeztink ép és mechanikailag sériilt almdkon. Fiab spa EKG
elektréddkat hasznaltunk kb. 1 cm tévolsagban. A héjas alman mért spek-
trumokat harom, a hdmozott alman mért spektrumokat kettd elosztott para-
méterd elem és egy ohmos ellendllas soros ered6jébél 4ll6 modell dramkorrel
kozelitettiik. A héjas és hamozott alman kapott impedancia paramétereket
osszehasonlitva megallapitottuk, hogy a héjas almakon kapott impedancia
paraméterek is képesek a héj alatti almahus allapotardl informdciét adni.

1. S, Grimnes, O G, Martinsen Bioimpedance and Bioelectricity Basics.
Academic Press New York (2000).




54 Membranfehérjék termikus stabilitasa
“Fodort, E., *Fedosova, N., 'Ferencz, Cs., "Tokaji, Zs., 'Kota, Z., *Esmann,
M., *Marsh, D. és 'Pdli, T.
* MTA Szegedi Bioldgiai Kézpont, Biofizikai Intézet, Szeged, Magyarorszdg,
2 Institute of Physiology and Biophysics, Aarhus, Denmark,
3 Abteilung Spektroskopie, Max-Plank-Institut fiir biophysicalische Chemie,
Gottingen, Germany

A fehérjék gombolyodasdnak és a nativ szerkezetiik kialakuldsat iranyito
molekularis mechanizmusok megismerése az utobbi évtizedek kutatasainak
kozpontjaban all, mivel ez a fehérjék mikodésének megértéséhez és annak
befolyasoldsahoz elengedhetetlen. Mig szdmos vizoldékony fehérje atomi
felbontasu térszerkezete és a miikodést kiséré konformaciok sora ismert, a
membranfehérjék esetében mind kristalyositasukat, mind gombolyodasuk
vizsgalatdt megneheziti az, hogy nehezen kezelhet6 és modellezhetd, komp-
lex és heterogén fiziko-kémiai kornyezetben vannak: a lipid kett8srétegben.
Munkdnk sordn a membranfehérjék stabilitasat, és az azt befolydsolo
tényezdket vizsgaltuk termikus és kémiai denaturdcidé sordn, amit a Na,
K-ATPazrol gytjtott publiklt adataink alapjan mutatunk be. Két kiilonb6z6
szervezetbdl szarmazd és killonb6z6 hémérsékleti tartomanyban miikods,
de szekvenciajukban hasonlé Na,K-ATPaz aktivitasat és stabilitasat vizs-
galtuk kiilonboz6 tipust ionok és ionerdsségek mellett. Kovetkeztetéseinket
oOsszevetjitk csoportunkban vizsgalt mas membranfehérjéken kapott ered-
ményeinkkel.

* Jelenleg: MTA SzBK, Biokémiai Intézet, Szeged.
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Orias egyrétegii liposzomak membrantulajdonsagainak vizsgalata
ESR spektroszkodpiaval

Kaszds Néra, Sas Baldzs*, Lenkey Néra*, Mike Arpdd*, Grof Pdl

Biofizika és Sugdrbioldgiai Intézet, Semmelweis Egyetem (Budapest Ttizolto u.
37-47.)

*MTA Kisérleti Orvostudomdnyi Kutatéintézet Celluldris Farmakolégia
Kutatécsoport (Budapest Szigony utca 43.)

A GUV-ok (Giant Unilamellar Vesicles) a liposzomdk méret és szerkezet
szerinti osztalyozasdban a ,legujabb” és egyben legkevésbé vizsgalt csopor-
tot alkotjak. Tobb 10 mikrométeres atmérdjiiket tekintve a humdan sejtek
mérettartomanyaba tartoznak, igy azok modellezésére a kisebb vezikulaknal
alkalmasabbak lehetnek. Tovabbi elényiik abban rejlik, hogy a kiilonféle
modern mikroszképos technikak lehetévé teszik a belsejiikben/feliiletiikon
lokalizalédott molekulak altal el6idézett valtozasok vizsgalatat: a liposzéma
szerkezetének, mechanikai tulajdonsagainak valtozdsa, hatdanyag-loka-
lizacid, stb. Nagyobb méretiik ezen felill lehet6vé teszi makromolekulak,
azok polimerizacids reakcidinak, egymadssal valé koélcsonhatdsanak tanul-
manyozasat, az oldat egészétdl elkiilonitett térben. A GUV-okon vizsgalhat6
egyes farmakonok membranra gyakorolt hatdsa, illetve a hatdshoz sziikséges
membranon keresztiili transzport vagy a lipidek kozé torténé beoldddas.
A mikroszképos technikdk alkalmazasa nem koveteli meg homogén GUV-
preparatum el6allitasat, ugyanakkor azok a molekuldris koélcsonhatasok,
amelyek els6sorban meghatdrozzak az el6bb felsorolt tulajdonsagokat,
spektroszkdpiai modszerek segitségével vizsgalhatok. A spektroszkdpiai
modszerek esetén a kovetkeztetések levondsa egyszer(ibb kevésbé heterogén
rendszerek vizsgalatakor, igy kivanatos minél homogénebb méreteloszlast
elérni. Kordbbi irodalmi adatok alapjan tobbféle eljarast alkalmaztak a
GUV-ok el6allitasara. Ezek koziil kettd tiinik alkalmasnak arra, hogy jol re-
produkélhatéan, rovid preparalasi id6 mellett, a fehérjék szamara is kedvezd
feltételek (pH, hémérséklet, ionerdsség) biztosithatéak legyenek, figyelembe
véve, hogy parhuzamosan mikroszkdpos és spektroszképiai moédszereket
kivanunk alkalmazni.

A két kivalasztott GUV-el6allitdsi modszert alkalmazva kilonféle lipid-
osszetétel mellett vizsgaljuk az ionerGsség szerepét a GUV-képz6désben. Flu-
oreszcencia (inkorporalt fluoreszcens lipidek segitségével) és faziskontraszt
mikroszkdpidt felhaszndlva a képz8d6 liposzomak alakjat, tipusat vizsgaljuk.
ESR spektroszkopidt alkalmazva a méreteloszlds-membranfluiditds dssze-




figgést vizsgaljuk. A folyamatban 1év6 kisérleteinkben fluoreszcens-jeldlt
monomer G-aktin molekuldkat inkorpordlunk a GUV-ok belsejébe, azok
beépiilését vizsgaljuk a kiilonféle médon eléallitott GUV-okban. A mem-
branfluiditdsra vonatkoz6 méréseinket kiegészitjiik néhany jol ismert hatd-
anyagnak a GUV-membranra torténé hatasanak vizsgalataval.

Megfigyeléseink alapjan 10-40 mikrométer atmérdju és homogénebb mé-
reteloszlasut GUV-liposzémdk allithatok elé a vakumparolasos technikaval.
Viltozo, de szintén az el6bbi méretti liposzémak allithatok el6 a vékonyréteg-
hidrataciés modszerrel, de a preparatumok a mikroszképos modszerek sza-
mara kedvezdek. Megfigyeléseink szerint, a nagyobb ardnyban telitetlen lipi-
deket tartalmazo lipidosszetétel kedvez6 — hacsak nem feltétel - a GUV-ok jo
hatasfokd képzédéséhez. El6zetes eredményeink alapjan az aktin-monomerek
inkorporaciodjat biztositani lehet az optimalizalt feltételek kozott, ami igéretes
tény a makromolekulakhoz kapcsol6dé tovabbi kisérleti munkdinkhoz.
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Sejtelektroforézis - sejtek feliileti tulajdonsagainak elemzése -
Kilar Ferenc', Szabé David', Buzdsi Péter', Farkas Virdg', Farkas Kornélia’,

Kocsis Béla*

'Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Bioanalitikai

Intézet

*Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Orvosi

Mikrobioldgiai és Immunitdstani Intézet (7624 Pécs, Szigeti tit 12.)

A mikroorganizmusok viselkedése nagymértékben fiigg feliileti tulajdonsa-
gaiktol. A baktérium- és gombasejtek elektromos térben torténé vandorlasa
lehet6séget ad megkiilonboztetésiikre. Egy 4j, mikrochip alapt, mikroszké-
pos rendszert fejlesztettiink ki mikroorganizmusok elektromos térben torténd
elemzésére. A rendszerrel meghatédrozhat6 a sejtek mobilitdsa, valamint a
kiillonboz6 kornyezeti hatdsok, pH, puffer adalékok, stb. hatasanak nyomon
kovetése is lehetséges. A sejtek kozotti kolesonhatasok, aggregacio is konnyen
tanulmanyozhaté6. Az analizis akdr 2-3 masodperc alatt végrehajthatd, nyitott,
fedett kapilldrisban.

Mikroorganizmusok feliileti tulajdonsagait, elsésorban hidrofobici-
tasukat vizsgaltuk kiilonbozé puffer-adalékok, detergensek jelenlétében.
A hidrofobicitas jellemzésére a mobilitasban bekovetkezd véltozas segitségé-
vel megfelel6 paramétert vezettiink be. A kisérleti koriilmények megfeleld
valtoztatasaval el6szor sikeriilt killonb6z6 mikroorganizmusok egymassal el-
lentétes irdny mozgdsat jellemezni, amely egyuttal a sejtek kolcsonhatdsairdl
is felvilagositast nyujt. A rendszer lehet8séget nyujt egyedi sejtek és aggrega-
tumok vizsgalatara is. Az eredmények hisztogramok formajaban, statisztikai
elemzés segitségével lehetdséget adnak a sejtek életciklusainak, ,,szinkronizalt
allapotuk” jellemzésére.

A munka az OTKA NI 68863, RET 008/2005, GVOP-168/2004 pélyazatok
tamogatasaval késziilt.

.
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A Centruroides suffusus suffusus skorpié venomjabél izolalt toxin
kalium-csatornat gatol

Papp Ferenc', Szilagyi Orsolya®, Herceg Monika?, Corzo Gerardo®,

Varga Zoltan?, Barraza Omaré, Pavel G. Espinc®, Ricardo C. Rodriguez de
la Vega®, Gaspar Rezso?, Lourival D. Possani?, Panyi Gyorgy*

'MTA-DE Sejtbiolégiai és Jeldtviteli Kutatécsoport DE OEC, Biofizikai és
Sejtbiolégiai Intézet,

2 DE OEC, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet,

3Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos, Instituto de
Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Cuernavaca
Morelos, Mexico.

A fesziiltség-kapuzott kalium-csatorndk fontos szerepet jatszanak szdmos
killonféle sejtfunkciéban azaltal, hogy szabalyozzdk a membranpotencialt.
Ezen csatorndk farmakoldgiai manipulalasival az adott sejt funkcidinak
szelektiv befolyasoldsara nyilik lehet6ség, ha a gatlé molekula nagy affinitassal
és nagy szelektivitassal kot6dik egy adott csatorndhoz. Régéta ismert, hogy a
skorpi6 venomok olyan peptideket tartalmaznak, amelyek rendelkeznek ilyen
tulajdonsdgokkal. Mi elsésorban olyan peptidekek kerestiink, amelyek a T-
sejtek Kv1.3 csatorndjat blokkoljak, és igy a T-sejtes immunvalaszt szelektiven
befolyasolhatjék. A Centruroides suffusus suffusus skorpié venomjanak
HPLC tisztitott peptid-frakcidinak vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a
venom egyetlen Kvi.3-at gatlé peptidkomponenst tartalmaz, amit Css20-nak
neveztiink el. A toxin 38 aminosavbol all, amelyet hdrom diszulfid-hid tart
Ossze; molekulatomege 4000,3 Da. Azt taldltuk, hogy a Css2o a Kvi.3 csa-
torndkon feliil a Kvi.2-t is blokkolta, mig a tobbi tesztelt csatornat — hat mésik
kalium- és egy szivizombeli natrium csatornat - 10 nM koncentracioban
nem gitolta. A dozishatds-gdrbék paramétereibdl 1.3 and 7.2 nM IC_ -értékek
adédtak Kvi.2 és Kv1.3 csatornékra vonatkozdan. Erdekes, hogy a két gatolt
csatorndnal a hasonl6 affinitas ellenére a blokkolas kinetikaja lassabb a Kv1.2
esetében.
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A fénybegyiijtoé rendszer makroszervezdédése és szerkezeti

flexibilitasa kovamoszatokban 2
Szabo Milan', Bernard Lepetit®, Erostydk Janos®, Reimund Goss?,
Christian Wilhelm?, Garab Gy6z6'

*MTA-Szegedi Bioldgiai Kozpont, Novénybiologiai Intézet, Szeged
*Lipcsei Egyetem, Novényélettani Intézet, Lipcse, Németorszdg

3Pécsi Tudomdnyegyetem, Fizikai Intézet, Kisérleti Fizika Tanszék, Pécs

A kovamoszatok a globalis els6dleges netté produkciéhoz mintegy 25%-ban
jarulnak hozza. Ez - tekintve igen alacsony biomassza tomegaranyukat
(~0.2%) - rendkiviil hatékony napfényenergia-hasznositdsukrol tantskodik.

A fényenergiahasznositas mechanizmusainak megértéséhez fontos a foto-
szintetikus apparatust alkoté pigment-protein komplexek szupramolekuldris
szervezddésének és szerkezeti flexibilitdsanak ismerete; ezekrdl kovamosza-
tokban - a z6ld névényekhez képest — nagyon keveset tudunk. Cirkularis
dikroizmus méréseinkbél arra kovetkeztettiink, hogy a pigment-protein
komplexek kiralis makrodoménekbe rendezédnek. Ez a makroszervezddés
reverzibilis valtozdsokat mutat a kiilonboz6 kornyezeti tényezék hatdsara. Ez
magasan szervezett dinamikus rendszert biztosit - hasonléan a magasabbren-
dii novényekben megismert szervezédéshez.

Elektrokromizmus mérésekkel mutattuk ki, hogy a fukoxantin - mint f§
fénybegytijté pigment - heterogén csoportokat alkot, melyek aranya valtozik
a nevelési fényintenzitdssal. Ennek a szervez6désnek a szerepérol tovabbi élet-
tani vizsgalatokkal kaphatunk informdciot.




A lipid és a fehérje szerkezetvaltozasok elvalaszthaté hatasa

0 a2 membranok dinamikajara
Laczko-Dobos' Hajnalka és Szalontai* Baldzs
Magyar Tudomdnyos Akadémia, Szegedi Biolégiai Kézpont,
‘Novénybiolbgiai, *Biofizikai Intézet (6726 Szeged, Temesvdri krt. 62,
balazs@brc.hu)

A lipidek, illetve a fehérjék membran dinamikara gyakorolt hatdsinak
vizsgalatahoz vad tipust (W) és deszaturdz enzimhianyos Synechocystis PCC
6803 mutinsokat (desA/desD-) neveltiink 25 és 35°C-on. A hémeérséklet
adaptacio kovetkeztében a 25 °C-on nevelt vad sejtekben sokkal magasabb volta
tobbszordsen telitetlen zsirsavakkal rendelkez6 lipidek aranya, mint a 35 °C-on
nevelt vad sejtekben. Ezzel szemben, a desA/desD" sejtek nem tudtak lipidjeik
telitetlenségében a novekedési hémérséklethez alkalmazkodni, mert csak
egyszeresen telitetlen zsirsavakkal rendelkezhetnek. Infravoros spektrumokat
vettiink fel 3 °C-onként 8 és 92 °C kozott, és megfigyeltiik a fehérjeszerkezet
valtozasat az amid I, a hidrogén/deutérium kicserél6dés sebességét az amid
II, a membran lipidek transzmembran rendezetlenségét a C-H rezgési
tartomadny, a lipidek lateralis rendezettségét a észter C=0 rezgések eltolodasa
alapjan a hémérséklet fiiggvényében. Méréseink alapjan ugy tlinik, hogy (i) az
alacsonyhOmérsékleti stressz tartomanyban a W sejtekben igen (a desA/desD-
sejtekben nem), a lipidek gél-folyadékkristalyos dtmenete korrelal a novekedési
hémeérséklettel; (ii) afizioldgias hémérséklettartomanyban a membrandinamika
(fehérje+lipid) meglepden allandé; (i) a magashOmérsékleti stressz
tartomanyban éles valtozasok vannak a fehérje szerkezetben és dinamikéban,
amik nem korreldlnak a sejtek nevelési hémérsékletével/mutacidjaval; (iv)
alapvetd kiillonbségek vannak a tilakoid és a citoplazmas membranok kozott.
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Kv1.3 csatornak immunoldgiai szinapszisba torténé atrendezédésének

funkcionalis kovetkezményei a2
Szildgyi Orsolya, Téth Agnes, Krasznai Zoltdn, Panyi Gyorgy, Hajdu Péter
DEOEC, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

A T sejt és az antigén prezentdl6 sejt kozott 1étrejové immunoldgiai szinapszis
(IS) kialakuldsa a T sejt aktivacid kritikus lépése. Eredményeképpen szdmos
membranbeli valamint citoszdlikus fehérje, beleértve a T sejt receptort is,
membran doménekbe rendezédik at. Korabban kimutattak, hogy a T sejtek
dominans fesziiltség-fiiggd kalium ioncsatornaja, a Kvi.3 a T sejt és az antigén
prezentald sejt kozott kialakulé IS-be szegregalodik. Kisérleteink soran a
Kv1.3 csatorna e transzlokacidjanak funkcionalis kovetkezményeit vizsgaltuk
egér helper T (T, 2) és B sejtek kozott kialakuld IS-ben.

Az egyedilallé (c), valamint IS-ben levé T sejtek (IS) Kvi3 dramdnak
biofizikai karakterizalasat patch-clamp technikaval végeztiik, teljes-sejt kon-
figuracioban, fesziiltség-zar tizemmodban.

Méréseink sordn kimutattuk, hogy az IS-ben levd sejtek Kv1.3 daraménak
aktivacidja lassult, inaktivacios kinetikdja pedig felgyorsult. Tovabba a nyitott
és zart allapotok kozotti egyensulyi megoszlas IS-ben levé sejtek esetében a
depolarizalé fesziiltségek iranyaba tolodott el. Ennélfogva megallapithatjuk,
hogy a Kv1.3 csatornak IS-be torténd szegregacidja megvaltoztatja a csatornak
kapuzasi tulajdonsagait. Protein kinaz gatloszerek alkalmazasaval sikeriilt
bizonyitanunk, hogy az inaktivaciés kinetika gyorsulasa a csatorna defosz-
forilalédasaval magyarazhato. Az aktivacios kinetika lassuldsa valdszintileg a
csatorna eltér6 membran doménekbe torténd diffuzidjanak kévetkezménye.

.
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Lipid membranok viselkedése szabad membran él illetve toltott

%2 felszin kizelében
Takdts-Nyeste Annamdria, Derényi Imre
ELTE Bioldgiai Fizika Tanszék

Az utébbi idében a figyelem kozpontjaba keriilt a biologiai vagy mesterséges
eredetli membran vezikulumok feliiletre t6rténd kitapaddsa, valamint az azt
kovet6 kiszakaddsa. Elméleti szamolasainkkal ezen témakor két alapvetd je-
lenségének fizikai hatterét probaljuk feltarni. Egyrészt magyarazatot adunk
arra, hogy a toltott lipidek jelenléte miért segiti kevésbé a vezikulumok kisza-
kadasat toltott feliiletre valo letapadas utdn, mint ahogy azt naivan varnank;
masrészt megmutatjuk, hogy az adhézio, illetve a feliileten mar jelenlévd sza-
bad membrdan él miként gyorsitja fel a kiszakadas folyamatat.




Fényérzékenyit6 anyagok sejtmembranba torténé beépiilésének
vizsgalata modellrendszereken )
Veres Ddniel, Bécskei-Antal Barnabds, Voszka Istvdn, Csik Gabriella,

Modos Karoly, Kaposi Andrds, Fidy Judit, Herényi Levente

Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugdrbiologiai Intézet (Budapest, Tiizolt6 u.

37-47.)

Az él6 szervezetekben létrehozhaté fotoszenzibilizdcié szempontjabdl
els6dleges fontossagu a fényérzékenyitd anyag sejtekhez vald kotédésének
ismerete. Ezt tanulmdnyoztuk porfirin tipust fényérzékenyit6k és a sejtmem-
branok egyszertt modelljének tekinthetd liposzémak kiilonféle rendszerein,
»site”-szelektiv fluoreszcencia spektroszkopiai modszerrel. Azt vizsgaltuk,
hogy a kismértékben eltéré fényérzékenyit6k hogyan helyezkedhetnek el a
lipid kettdsrétegben. Kisérleteinket kétfajta mezoporfirinnel (MP-dimetil-
észter: MPE, MP-dihidroklorid: MPCI) végeztiik el tobbféle egykomponensti
kis unilamellaris vezikulakon, melyek méreteloszlasat a kisérleti fazisok soran
dinamikus fényszérasméréssel ellenériztiik. A kelléen felbontott spektrum-
sorozatokbdl el tudtuk allitani a ,kotShelyek™ jellemzésére hasznalhaté in-
homogén eloszlasfiiggvényeket, amelyekre az MPE esetében két, mig az MPCl
esetén egy Gauss-gorbe illesztheté. Ezek paraméterei alapjan, konzisztens
moédon két lehetséges ,kotShelyre” kovetkeztethetiink: az egyik kotShely a
membrant alkotd két lipidmolekula-réteg kozott, mig a masik a zsirsavlancok
mentén helyezkedik el.
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Olajsav- primycin kélcsonhatas modell

Virdg Eszter', Pesti Miklos', Kunsdgi-Madté Sandor*

'Pécsi Tudomdnyegyetem TTK, BI, Altaldnos és Kornyezeti Mikrobioldgiai
Tanszék

*Pécsi Tudomdnyegyetem TTK, K1, Altaldnos és Fizikai Kémiai Tanszék

A primycin antibiotikumnak, korabbi vizsgalataink szerint, plazma mem-
bran dezorganizaci6 hatasa van. Célunk az olajsav, mint az egyik f6 mem-
brant alkot6 vegyiilet, és a primycin kolcsonhatdsanak termodinamikai
paramétereinek meghatdrozasa volt. A kélcsonhatast fluoreszcencias modsz-
errel mértik. 16-36°C kozotti hdmérséklet-tartomanyban megmértiik, majd
gauss-gorbékre bontottuk a fluoreszcencids spektrumokat. A kiértékelést a
Benesi- Hildebrand médszerrel végeztiik.

A hémérséklet emelésével 2 gauss gorbénél tapasztaltunk valtozast. Ebbol
az oldatbeli kémiai egyensuly vagy egyensulyok eltolédasara kovetkeztettiink.
Ez alapjdn a két gauss-gorbével szdmitott eredményeink a kovetkezék: -AH,
= 27769,217 J/mol, AS = -10,14 J/molK és ~-AH_ = 8078,659759 J/mol, AS =
53,9437 J/molK. A termodinamikai paraméterekbdl latszik, hogy két, egy-
massal egyidejtileg jelenlév kolcsonhatas van a rendszerben. A kélcsonhatas
erdssége masodlagos kotések kialakuldsdra utal, ami esetiinkben a molekula
szerkezetét figyelembe véve H kotések kialakulasat jelentheti. A primycin
- olajsav kolcsonhatasban a hidrogén kétések kialakulhatnak egyenként és
egyiittesen is. A kiilon-kiilon kialakulé H kotések esetében a komplex sokkal
nagyobb flexibilitdssal rendelkezik, mint amikor a kettés H kotés alakul ki.
A 2 féle kotés egyideji kialakulasa mereviti az olajsav molekulat, egészen pon-
tosan az olajsav mozgasat gatolja, ami a fluorescencia intenzitds novekedését
eredményezi.




A B,-mikroglobulin amiloidképzésének vizsgalata korszerii biofizikai

modszerekkel 65
Kardos Jozsef
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék

cres

mint pl. az Alzheimer-kdr, tarsadalmilag egyre stlyosabb problémat okoznak.
A hatékony terapia kidolgozasihoz elengedhetetlen az amiloidképzdés
mechanizmusanak és a szdlak stabilitasit meghatarozé kolcsonhatdsoknak
pontosabb ismerete. Az amiloidképzédés nukleacio-fiiggé folyamat, amely
a megemelkedett fehérjekoncentrécion kiviil a kornyezeti paraméterektdl
és mds kolcsonhaté molekuldk jelenlététdl is fiigg. Modellfehérjéil a B -
mikroglobulint (B2m) valasztottuk, amely a vesedializishez kot6d6 ami-
loid6zis kialakulasaért felel6s. Munkank soran komplex biofizikai és biokémiai
mddszerekkel tanulmdnyoztuk a f2m polimerizacidjat. Az aggregatumok
morfoldgidjat és méretét elektron- és atomeré mikroszkdpia segitségével vizs-
galtuk. H/D izotdpkicserélédés és IR- spektroszkdpiai mérésekkel az aggrega-
tumok mésodlagos szerkezetére, illetve a hidrogén-hidak altal kialakitott rigid
amiloid mag kiterjedésére kovetkeztettiink. A szalak novekedésének kine-
tikdjat thioflavin-T fluoreszcencia segitségével kovettitk. Vizsgaltuk a szdlak
torésének hatasat a polimerizacio folyamatdra, amelynek in vivo szerepe lehet
a betegség kifejlédésében. Az amiloidképzédés termodinamikai paramétereit
direkt modon, izotermalis titracios kalorimetridval hataroztuk meg. Vizsgal-
tuk a kiilonféle adalékanyagok amiloidképzdédésre gyakorolt hatasat. Megal-
lapitottuk, hogy a lizofoszfatidsav (LPA) destabilizalja a nativ f2m molekulat,
amely igy részlegesen kitekeredett, amiloidogén dllapotba kertil. Limitalt pro-
teolizis kisérletekkel vizsgaltuk az dtmeneti dllapot szerkezetét, felderitve a
molekula fellazult, flexibilis részeit. A hasitohelyeket tomegspektroszkdpidval
azonositottuk. Megallapitottuk, hogy a molekula N-terminalis régidja, amely-
hez in silico dokkolasi kisérleteink szerint az LPA is kot6dni tud, fellazul.
Eredményeink kozelebb vihetnek az amiloidképz8dés mechanizmusanak
megértéséhez és ezzel 0j terdpias lehet6ségek kidolgozasédhoz.




Flagellaris filamentumokat érzékel6 elemként alkalmazé integralt

66 optikai bioszenzor fejlesztése
Kozma Péter”, Hiilber Timea', Németh Andrea’, Bardtné Jankovics
Hajnalka®, Kurunczi Sandor', Kaspar Cottier’, Himori Andrds',
Horvdth Robert, Petrik Péter', Vonderviszt Ferenc"
‘Magyar Tudomdnyos Akadémia Miiszaki Fizikai és Anyagtudomdnyi
Kutatdintézet (1121 Budapest Konkoly Thege Miklos tit 29-33.)
*Pannon Egyetem, Nanotechnolégia Tanszék (8200 Veszprém, Egyetem iit 10.)
3Creoptix GmbH (CH-8820 Wiidenswil, Engelstrasse 2B)

Fehérjemérnokség vagy iranyitott evolicié alkalmazasaval médositott flagel-
laris filamentumok képessé teheték célmolekuldk specifikus megkotésére [1].
E fehérjeszalakat immobilizaciés eljarassal [2] suprasil hordozdra parolog-
tatott, feliiletaktivdlt monomddusos Ta O  hullimvezet§ vékonyrétegre
rogzitjik. A levalasztast folyadékcellaban, spektroszkopiai ellipszométer-
rel, ,in situ” kovetjilk, majd atomeré mikroszkdppal ,ex situ” vizsgaljuk.
Az igy kapott struktdra felilletén végbemend ligandumkotési események a
hulldmvezet6 vékonyrétegbe csatolt fény fazistoldsat okozzak, mely integralt
optikai interferométerrel [3] kivételes érzékenység mellett detektdlhatd.
A megkotott célmolekulak mennyisége e fazistolas mértékével aranyos.
Referencidk:

[1]: Vonderviszt et al. PO402683, 2004

[2]: Kozma et al., Phys. Stat. Sol. 5 (2008) 1427

[3]: Cottier WO2008110026, 2009
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Anizotrép szerkezetek feltarasa differencialpolarizacios lézersugar-
pasztazé mikroszképpal. N6vényi sejtfal rendezettsége és a
szarazsagtiirés; amiloid-filamentumok periodikus szerkezete

67

Steinbach Gdbor', Pomozi Istvin*>, Buza Agnes', Janosa Ddvid Péter,
Horvdth V. Gdabor', Makovitzky Jozsef és Garab Gy6z6>*

'MTA Szegedi Biolégiai Kozpont (H-6726 Szeged. E-mail: stein@brc.hu)
*Pi Vision Bt., Budapest

3Department of Neuropathology, University of Heidelberg, Heidelberg
“Medicopt Bt., Szeged

Az elmult évek sordan egy 4j leképezési mddszert fejlesztettiink ki azzal a
céllal, hogy mikroszkopikus mintak f8bb polarizaciés optikai sajatsagait
megmérjilk és térbeli eloszlasukat megjelenitsiik. A kifejlesztett eszkoz, a
differencidlpolarizacids lézersugarpasztazé mikroszkép (DP-LSM), amint azt
korabban bemutattuk (Steinbach és mtsai, 2008 Cytometry; 2009 Acta His-
tochem. és hivatkozasai), segitségével lehet6vé vélt a {6 DP mennyiségek kép-
pontonkénti mérése és igy az anizotropia 2D és 3D feltérképezése. A Kong-
resszuson a jelenlegi vizsgalataink koziil két alkalmazast mutatunk be.

Az éghajlatvéltozas és a globalis felmelegedés kovetkeztében egyre fonto-
sabb annak felderitése, hogy miként fokozhatd a a névények szdrassagtirése.
Szamos adat utal arra, hogy ez nagy mértékben fiigg a sejtfal szerkezetétdl, ill.
a celluldzszerkezet ozmotikus stresszre adott valaszreakciojatdl. Ennek teszte-
lésére alkalmazunk DP-LSM leképezéseket. A fokozatosan novelt ozmotikus
stresszhatashoz adaptalodott és az azt hirtelen elszenvedd, adaptalédni nem
képes UNGGI-9 japonika rizs szuszpenzion a sejtfal differencialpolarizécios
vizsgalataival azonositani tudtunk a celluldzszalak szerkezetében bekovetke-
26 — mas modszerrel nem detektalhato — valtozasokat. A DP-LSM-mel végzett
méréseket a sejtfal lignifikdcidjanak meghatarozasaval egészitettiik ki. Ezek
az eredmények mas vonatkozdsban, pl. a celluldz potencidlis energetikai fel-
hasznaldsa teriiletén, is felhasznalhatdk.

Az amiloid-filamentumokbol 6sszeallt hierarhikusan rendezett fehérje-
aggregatumok szamos neurodegenerativ betegségért feleldsek. Konfokalis
DP-LSM leképezéssel sikeriilt feltérképezni a Congo Red-del megfestett (izo-
l1alt) humén amiloidszdlak finomszerkezetét, a szdlakhoz k6t6d6 fluoreszcens
festékmolekuldk abszorpciés és emisszids dipdlusainak irdnyeloszlasat.
(FDLD és anizotrdpia-leképezések). A homogén eloszlésu fluoreszcencia in-
tenzitds képekkel ellentétben az FDLD és r képek erds anizotropiaju lokdlisan
elGjelet vélté inhomogenitdsokat mutattak. Tobb mintdban hatdrozott, um




méretli periodikus struktirak — makrohelikalis szerkezetek voltak azonosit-
hatok, amelyek valdszintleg a sokkal kisebb, kb. 100 nm-es skalan korabban
azonositott helikalis szerkezetek makroszervez6désébdl szarmaznak

A DP mikroszkdpia - fontos egyedi (és kvantitativ) informacidt szolgaltat-
va anizotrdpidrdl valamint a polarizalt fény és a vizsgalt minta kolcsonhatasai-
rdl - segiti bonyolult rendszerek molekuldris szerkezetének a feltarasat.

68




A foszfogliceratkinaz folding- és misfolding- energiafelszineinek

osszehasonlitasa 69
Agocs Gergely, Fidy Judit, Osvdth Szabolcs

Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugdrbiolégiai Intézet (1094 Budapest,
Ttizolt6 utca 37-47.)

A fehérjék nativ szerkezetének kialakuldsa (folding) mogott meghizdédo
fizikai folyamatok szamos megvalaszolatlan kérdést vetnek fel, csakiigy, mint
a tobb betegség alapjat képezd hibas konformaciok kialakulasa (misfolding és
amiloidképz6dés).

A fehérjedinamika egyik termodinamikai megkozelitése a molekula ener-
giafelszin-modelljén alapul. Jelen munkankban a foszfoglicerat-kindz enzim
kornyezetét kisérletileg valtoztatjuk a nativ szerkezetnek kedvez6tdl az ami-
loidképzbdést elGsegitdig. A folding/misfolding folyamat kinetikajat mérve,
a kortilmények finom hangoldsaval feltarjuk a fehérje energiafelszinének jel-
lemz6it. Megallapitottuk, hogy az olvadt gombdc atmeneti allapotig azonos
utvonalon halad a folding és a misfolding, majd ezutdn kettévalik: a folding
egy energiagat atlépésével perceken belill lezajlik, mig az amiloid kialakulasa
napokon keresztiil elhtizodik. Amint a korillményeket a helyes gombolyodas-
nak kedvezd semleges pH-rdl a hibas gombolyodast elGsegité alacsonyabb
pH-k iranyaba valtoztatjuk, a nativ szerkezet kialakulasa lelassul - jelezve az
olvadt gombdc és a nativ allapot kozotti energiagat novekedését —, mikzben
a nativ szerkezet stabilitdsa is folyamatosan csokken.
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Egy ,tumor szuppresszor” tulajdonsagu citokrom bs61 fehérje
spektroszkopiai jellemzése

Bérczi Alajos® és Han Asard®
@WMTA SZBK Biofizikai Intézet, Szeged, és
@ Department of Biology, University of Antwerp, Antwerp, Belgium

A citokrém bs61 (Cyt-bs61) fehérje csalddot aszkorbattal redukalhatd, transz-
membran helyzeti, 6 transz-membran hélixet és 2, b-tipust hemet tartalmazd
citokrémok alkotjak. A fehérjecsaldd legismertebb - és egyben névadé - tagja
a mellékvesekéreg kromaffin granuldiban taldlhaté citokrém bs61 (CGCytb).

A CGCytb mellett eddig még 4 masik Cyt-bs61 fehérjét irtak le (és jellemez-

tek tobbé-kevésbé), amelyek kozott egy ,tumor szuppresszor” tulajdonsagu

citokrém bs61 (TSCytb) a legujabb. Sikeriilt megfelel6 mennyiségben, éleszté

(Saccharomyces serevisiae) sejtekben termeltetniink, majd az élesztd sejtek

membranjaibdl kitisztitanunk a human fehérje egerekben talalhaté homolog

fehérjéjének rekombindns, a C-terminalison (His), jelolével ellatott valtozatat

(rtMmTSCytb). Az rMmTSCytb spektroszkdpiai vizsgalatai (UV-VIS, EPR)

alapjan megmutatjuk, hogy a fehérje

(a) valoban ketts, b-tipusi hemeket tartalmaz, amelyek mikrokornyezete
eltér az eddig tanulmanyo-zott, a Cyt-bsé1 fehérjecsaladhoz tart6zo, mas
fehérjék hem csoportjainak mikrokornyezetétdl,

(b) az aszkorbat (ASC) mellett két —~SH csoportot tartalmazé reagensekkel
is (DHLA, DTT) redukalha-t6, de nem redukalhat6 NAD(P)H-val vagy
GSH-val,

(c) ASC nagy koncentracioi mellett az egyik hem csoport kdrnyezetében kon-
formacié valtozas kovet-kezhet be,

(d) auto-oxidalodik, amely folyamat alapjan a két, b-tipusu hem redox poten-
cialja 22 mV és 148 mV.

Az rMmTSCytb szekvencidjanak egyedisége alapjan egy érdekes, az eddig
vizsgalt masik 4 Cyt-bs61 fehérjénél nem elképzelheté hem kotédési lehetd-
ségre is felhivjuk a figyelmet.
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ADP-aktin filamentumok hatasa kiilonb6z6 miozin S1izoformak

ATPaz aktivitasara 71
Dudds Réka, Orbadn Jozsef, Nyitrai Miklos, Hild Gabor
PTE AOK Biofizikai Intézet, Pécs

Az izomkontrakci6 fontos szerkezeti elemei a vékony filamentumok, melyek
f6leg aktin filamentumokbdl épiilnek fel. Fiziologias koriilmények kozott
ezek ATP-ko6t6 aktin monomerekb6l polimerizdléodnak, de ATP-hidanyos
kortilmények kozott létrejohetnek ADP-monomerekbdl is. A monomerek
szerkezete nukleotidfiiggd, és strukturdlis kiilonbségek figyelhet6k meg a
kiilonb6z6 nukleotidot koté monomerekbdl 1étrejott filamentumok kozott.

A miozin az egyik legfontosabb aktinkotd fehérje. Az aktomiozin komplex
hatékonysdgat a miozin ATPaz aktivitdsa jellemzi. Kimutattdk, hogy a mio-
zin S1 alegység szivizom eredet(i izoformadja alacsonyabb ATP4z aktivitassal
rendelkezik, mint a vazizom-izoforma.

Az S1 ATPaz aktivitdsat az aktin filamentumok jelenléte serkenti. Ennek
mértéke fiigg a filamentum konformaciéjatdl, ami kiilonbozik az ATP-, ill.
ADP-filamentumok esetében.

Munkéank sordn az ADP-aktin monomerekbél polimerizalt filamentu-
mok hatasat vizsgaltuk vazizom-, illetve szivizom-eredeti miozin S1 ATPaz
aktivitasara.

Eredményeink megerdsitették, hogy a szivizom-S1 bazalis aktivitdsa
alacsonyabb, mint a vazizom-eredetl S1 aktivitdsa. Mindkét aktin izoforma
kisebb mértékben serkentette a sziv-S1 ATP4z aktivitdsat, mint a vazizom-S1
esetében. Az ADP- és ATP-filamentumoknak az S1 ATP4z aktival6 képessége
nagy hasonlésagot mutatott minden esetben.

.
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2 Membranfehérjék termikus stabilitasa
“Fodort, E., *Fedosova, N., 'Ferencz, Cs., "Tokaji, Zs., 'Kota, Z., *Esmann, M.,
3Marsh, D. és 'Pdli, T.
* MTA Szegedi Bioldgiai Kézpont, Biofizikai Intézet, Szeged, Magyarorszdg,
2 Institute of Physiology and Biophysics, Aarhus, Denmark,
3 Abteilung Spektroskopie, Max-Plank-Institut fiir biophysicalische Chemie,
Gottingen, Germany

A fehérjék gombolyodasdnak és a nativ szerkezetiik kialakuldsat iranyito
molekularis mechanizmusok megismerése az utobbi évtizedek kutatasainak
kozpontjaban all, mivel ez a fehérjék mikodésének megértéséhez és annak
befolyasoldsahoz elengedhetetlen. Mig szdmos vizoldékony fehérje atomi
felbontasu térszerkezete és a miikodést kiséré konformaciok sora ismert, a
membranfehérjék esetében mind kristalyositasukat, mind gombolyodasuk
vizsgalatdt megneheziti az, hogy nehezen kezelhet6 és modellezhetd, kom-
plex és heterogén fiziko-kémiai kornyezetben vannak: a lipid kett8srétegben.
Munkdnk sordn a membranfehérjék stabilitasat, és az azt befolydsolo
tényezbket vizsgaltuk termikus és kémiai denaturdci6 sordn, amit a Na,K-
ATPazrol gytjtott publikalt adataink alapjan mutatunk be. Két kiilonb6z6
szervezetbdl szarmazd és killonb6z6 hémérsékleti tartomanyban miikods,
de szekvenciajukban hasonlé Na,K-ATPaz aktivitasat és stabilitasat vizs-
galtuk kiilonboz6 tipust ionok és ionerdsségek mellett. Kovetkeztetéseinket
oOsszevetjitk csoportunkban vizsgalt mas membranfehérjéken kapott ered-
ményeinkkel.

* Jelenleg: MTA SzBK, Biokémiai Intézet, Szeged.
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Az Alegységek és a domének szerepe az Izopropilmalat dehidrogenazok

(IPMDH) térszerkezetének szervezédésében 73
Grdczer Eva', Varga Andrea’, Melnik Bogdan®, Semisotnov Gennady?,
Zavodszky Péter' és Vas Mdria’

*MTA, SzBK, Enzimolégiai Intézet (1518 Budapest, Pf. 7)

2OTA Fehérjekutato Intézet (142292, Pushchino, Oroszorszdg)

Az alegységek és domének szerepét vizsgaltuk a térszerkezet kialakuldsa
soran termofil, mezofil és hidegttiré IPMDH-kal végzett renaturacids kisér-
letekben. Mindhdrom esetben a domének és alegységek nativ térszerkezete
kooperativ mdédon, a molekula szerkezeti szimmetrijat fenntartva alakul ki.
A renaturacié id6gorbéje triptofan (Trp) fluoreszcencia segitségével kovetve
egy gyors és egy lasst elsérendu folyamatbol all. A gyors szakasz végén az
anizotropia eléri a nativ enzimekére jellemzd értékeket, tiikkrozvén, hogy a
polipeptidlancok asszocidcidja mar a kezdeti fazisban bekovetkezik. Ez a
dimer intermedier mar kéti az IPM szubsztratot, de a harmad- és negyedleges
szerkezetre jellemz6 kolcsonhatasok csak a renaturaci6 lassu szakasza soran
alakulnak ki. Az egyes domének térszerkezet kialakuldsanak vizsgalatahoz
iranyitott mutagenezissel elértiik, hogy mindig csak egy adott doménben
forduljon el6 Trp. A mutinsok renaturdcidjat szintén Trp fluoreszcencia
segitségével kovettitk. Az id6gorbék egymashoz és a vad tipusu enzimhez ha-
sonl¢ bifazikus jellege és sebessége a domének egymast el3segitd, kooperativ
térszerkezet kialakuldsat bizonyitja.
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A titin Z1Z2 és Z1Z2-telethonin komplex nanomechanikai vizsgalata

Kolldr Veronika**, Murvai Unige', Szatmdri Ddvid', Kiss Baldzs',
Grama Ldszl¢' és Kellermayer Miklos®

'Pécsi Tudomdnyegyetem AOK, Biofizikai Intézet

:Semmelweis Egyetem AOK, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet

A titin egy 3,0-3,6 MDa tomegl 6rids izomfehérje, amely a szarkomer Z-
lemeze és M-vonala kozott huzodik, és meghatarozza a harantcsikolt izom
passziv mechanikai tulajdonsdgait. A titin Z-lemezhez val6 horgonyzasaért a
titin N-terminalisan taldlhat6 két Ig-domén (Z1 és Z2) és a telethonin fehérje
altal alkotott komplex a felel8s, amelyben a telethonin a Z1Z2 doméneken
keresztiil, antiparallel médon keresztkot két titinmolekulat. Munkank célja
annak vizsgalata, hogy a Z1Z2 fragmentum és ZiZ2-telethonin komplex
mechanikai tulajdonsagai hogyan hatdrozzak meg a titint horgonyzé komp-
lex modellszamitdsok szerint is jelentés mechanikai stabilitdsat. Ennek
érdekében a Z1Z2, illetve a Z1Z2-telethonin komplex nanomechanikai tu-
lajdonsagait vizsgaljuk atomerémikroszkoppal végzett mechanikai manipu-
lacids kisérletekben.

A kisérletekhez a Z1Z2 szakaszt és a telethonint bakteridlis expresszios
rendszerben éllitottuk eld, és sikerrel hoztuk létre a ZiZ2-telethonin-Z1Z2
és Z1Z2-DNS komplexeket. Utdbbi esetben az altalunk létrehozott, tiol vagy
maleimid vég(i DNS a fehérje C-terminalisahoz kotédve fogantyuként szolgél
a mechanikai manipulacié sordn a fehérje megragadaséhoz.

Eddigi kisérleteink alapjan a Z1Z2 domének mechanikai kitekeréséhez
szitkséges er6k (8o0-120 pN) alacsonyabbak, mint mas, kordbban vizsgalt titin
domének esetén megfigyelt értékek, ami arra utal, hogy a fehérjekomplex
nagy mechanikai stabilitdsat dontéen nem az egyedi Ig-domének mechanikai
viselkedése hatdrozza meg.




Miik6d6képes fehérje visszanyerése amiloidbél 75
Agocs Gergely, Solymosi Katalin, Varga Andrea, Zdvodszky Péter,
Fidy Judit, Osvith Szabolcs

Az amiloid plakkok lerakddasa tobb betegségnek is a molekularis hatterét
képezi. A fehérjeoligomerek és -aggregatumok képzdédése szoros kapcsolat-
ban van a betegség eldmenetelével. Az amiloidlerakddasok egy tobb 1épésbél
allo aggregacios kaszkad végtermékét jelentik. A fehérjék amiloidbdl torténd
visszanyerésének lehetdségét mar igazoltak (Booth II et al., Nature 385 (1997)
787-93), de a teljes folyamatot, amelyben enzimatikusan aktiv fehérjét ami-
loidda alakitunk, majd az amiloidbdl aktiv szerkezetet nyeriink vissza, még
nem vizsgaltak. A jelen munkdban enzimatikusan aktiv foszfoglicerat-kinazt
(PGK) amiloidda alakitunk, majd visszanyerjiik az aktiv format. A fehérjének
az amiloidszerkezetbe alakuldsat elektronmikroszkdéppal, kongdévords-
dikroizmus mérésével, tioflavin-T festéssel és dinamikus fényszérassal
kovettitk nyomon. Az érett amiloidfibrillumok kialakuldsa utdn a fehérjét
visszaalakitottuk a nativ szerkezetbe. A kiinduld enzim és a visszanyert
allapot biolégiai azonossagat kalorimetrids és enzimaktivitas-mérésekkel
ellendriztitk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a nativ dllapot stabilizdlasa
nem elegendd az aktiv enzimszerkezet visszanyerésére. A nativ szerkezet
helyredllitasanak kulcslépése az aggregatumok destabilizaldsa volt.




A szubsztrat kotodés iranyitotta teszi a human foszfoglicerat kinaz

76 (PGK) funkcionalis csuklémozgasat

Pdlmai Zoltan', Chaloin Laurent’, Lionne Corinne?, Fidy Judit,

Perahia David?, Balog Erika’

*Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Inézet, Budapest
2CPBS, UMR 5236, CNRS-Univ Montpellier 1-2, France

3 Lab de Modélisation et d’Ingénierie des Protéines, Univ Paris-Sud, Orsay,
France

A PGK egy két doménbél allé enzim mely a foszfat csoport atadasat katali-
zalja a glikolizis egyik lépéseként. 1,3-biszfoszfoglicerat az enzim N-domén-
jéhez, mig az ADP a C-doménhez kotédik. Ahhoz, hogy a foszforil-transzfer
végbemehessen a szubsztratok kelléen kozel kell keriiljenek egymashoz; igy
feltételezték, hogy az enzim miikodése soran csukloszert mozgast végez.

Molekula dinamikai szimuldciéval vizsgaltuk a csuklémozgas jelenlétét az
enzim apo ill- komplex formajaban. Eredményeink azt mutatjak, hogy az apo
enzim dinamikajaban is jelen van egy viszonylag kis amplitidoéji csuklémoz-
gas ns-os idgskdlan, a komplex rendszer csuklomozgasanak periddusa viszont
joval meghaladja 20 ns-ot. A szubsztrat kotédés hatasara a csuklomozgas ira-
nyitotta valik, egyetlen csuklopont jelenik meg a szubsztrat kotShelyek koze-
lében, mig az apo forma esetében tobb csukldpont vesz részt a mozgas kiala-
kitdsaban kevésbé definialta téve igy a mozgast.
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Aktin monomerek polimerizacidja detergensek jelenlétében 77
Ujfalusi-Pozsonyi K., Bacsé Zs.?, Gutayné Toth Zs.?, Hild G." és Nyitrai M.
'PTE AOK, Biofizikai Intézet *DE OEC, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

Aktin monomerek polimerizacios sebességének valtozasat tanulmanyoztuk
detergensek jelenlétében. A fluoroférral jelolt molekulak fluoreszcencidja a
polimerizaciésoranjelentdsen megnd, afluoreszcensjelkovetésévela polimeri-
zaci6 dinamikajardl kaphatunk informdciét. A polimerizacié sebessége ala-
csony detergens koncentracidk esetén csokkent mindharom vizsgalt deter-
gens esetén. Ez a csokkenés a detergensek kritikus, micellak kialakulasdhoz
vezeté koncentracidjaig volt megfigyelhetd, majd ezt meghaladva TX100 és
az NP4o magasabb koncentracidinal névekedni kezdett. A CHAPS magasabb
koncentraciéban sem gyorsitotta a polimerizacié folyamatat.

Az aktin filamentumok dinamikai tulajdonsdgainak tesztelésére ani-
zotrOpia lecsengés méréseket végeztiink fazisfluoriméter segitségével. Az
alacsony TX100 koncentracié mellett polimerizalodott filamentumok hosszt
rotacios korrelacids ideje megnd. Magas detergens koncentraciok mellett nem
mutathato ki eltérés. A detergensek kritikus, micelldk kialakuldsahoz vezetd
koncentracioja fontos szerepet jatszhat a megfigyelt hatas létrejottében. Egyes
detergensek molekuldris / sejtbiolégiai alkalmazdsa soran az eredmények
értelmezésekor figyelembe kell venni az aktin dinamikajara és polimerizacio-
jara kifejtett kozvetlen hatdsukat is.
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Kollektiv, ms id6skalaju mozgasok vizsgalata PGK esetében - domain
kolcsonhatasok szerepe a dinamika aktivaciojaban.

Schay Gusztdav, Osvdth Szabolcs®, Herényi Levente?, Fidy Judit"*
'MTA Membrdnbioldgiai Kutatécsoport (Bp. 1113 Dardczi u. 24.)
*SE. Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet (Bp. 1094 Ttizoltd u. 37-47.)

A foszfoglicerat kinaz régota ismert fehérje. Feltételezik, hogy a katalizalt
biokémiai reakciohoz a fehérje két domainje csukldszerii mozgast végez. En-
nek soran két konformacios végallapot, a nyitott- és a zart szerkezet kozotti
atmenet valésul meg. Mindeddig azonban a két feltételezett allapotot csupan
kiilonbo6z6 fajokbdl sikeriilt izoldlni, nincsen olyan kisérletes szerkezeti in-
formaci6 a keziinkben amely egy adott peptidlanc esetében a nyitott és a zart
konformaci6t egyarant tartalmazna.

A PGK-t nem til nagy mérete, két domainbdl 4ll6 szerkezete, valamint az
a tény, hogy a kémiai reakcié megvaldsuldasahoz mindkét domainre sziikség
van, idedlis ,terepévé” teszi az alegység-kolcsonhatds vizsgalatanak. Ismert
példaul, hogy az egyes domainek feltekeredési kinetikaja eltérd, valamint az
is, hogy a feltekeredés sordn a domainek egymas tekeredési folyamatat befo-
lyasoljak, annak ellenére, hogy kiilon-kiilon mindkét domain maga is fel-
tekeredik.

A domainek kozotti kolcsonhatasok érdekesek lehetnek a hosszt, ms-os
id6skalan is, hiszen ez éppen a katalizdlt biokémiai reakci6 karakterisztikus
idejének nagysagrendjébe esik. Ezt a kolcsonhatast vizsgaltuk a PGK dina-
mikdjanak termikus aktivacidjan keresztiil, és egy egyszerti modell segitség-
ével termodinamikai paramétereket is meghataroztunk. Ezek a praméterek
érzékenyek a szomszédos domain jelenlétére, jelezve a ms id6skaldja kollektiv
dinamikéban a csatolds fontossagat.
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A human exportiné fehérje expresszidja és vizsgalata 79
Szatmdri David, Dudds Réka, Nagy Attila, Hild Gdbor és Nyitrai Miklos
PTE AOK, Biofizikai Intézet

Aktiv molekuldris transzport a mag és a citoplazma k6z6tt, a magpérus komp-
lexen keresztiil torténik és az importin- fehérjecsalad dltal szabalyozott.
Tagja, a magasabb rend(i eukaridtakbol ismert, transzport receptor, ex-
portiné. Erdekes kérdések megvalaszolasdhoz adhat segitséget ez a fehérje.
A citoszkeletalis elemek milyen tton szallitddnak be- és ki a magbdl? Milyen
fehérjék szabalyozzak a transzportfolyamatokat? Tobb labor altal is bizonyi-
tott, exportin6-hoz kothet6 funkcio, a profilin szabalyozta aktin transzport.
Nem tisztdzott, az exportiné-profilin-aktin komplexek kialakuldsanak
folyamata, a komplexek stabilitdsa, az exportiné affinitdsa G-aktinhoz és
F-aktinhoz, a komplex stabilitasat a profilin izoformdk milyen mértékben
szabalyozzak. Célunk az exportin6-profilin-aktin komplexek el6allitdsa és
jellemzése biofizikai médszerekkel. A humdn exportiné, egy kb. 124 kDa-os
fehérje, expresszidjahoz sziikséges DNS konstrukcid, egy amplicilin rezisz-
tenciat hordozdé pET-19b vektor, amely tartalmazza az Exp6 gént. A fehérje
expresszidjat, E.coli BL21-es sejtekben, IPTG-vel indukaltuk. Tisztitasat,
a fehérje N-termindlisan 1év6 His-tag segitségével, Co- és Ni-NTA kroma-
tografidval, nativ és denaturdl6 korillmények kozott végeztiik. Sikerilt egy
mikroM-os koncentracidju exportin6 oldatot késziteniink. Tovabbiakban az
exportiné-profilin-aktin komplexek dinamikai és kinetikai jellemzdit szeret-
nék vizsgalni, fluoreszcencia és EPR spektroszkopiai, kalorimetriai és gyors-
kinetikai médszerekkel.




= Agyspecifikus tropomiozin izoformak jellemzése
Talidn Cs. Gabor', Bugyi Bedta®, Hild Gabor, Nyitrai Miklos'

'PTE AOK, Biofizikai Intézet, H-7624 Pécs

2CNRS, Laboratoire d’Enzymologie et Biochimie Structurales, 91198, Gif-sur-
Yvette (Franciaorszdg)

E-mail: gabor.c.talian@aok.pte.hu

A tropomiozinok pélcika alakd, a-hélix szerkezetli dimer fehérjék, melyek
képesek az aktinhoz kotddni. Szamos izoformajuk fordul el, amelyek al-
ternativ gén- illetve promoterhaszndlat, valamint alternativ ,splicing” révén
keletkeznek; eml6sokben jelenleg 4 gén ismeretes (a-0). A tropomiozinok az
egész sejtben megtalalhatdk, ahol csak aktin citoszkeleton van, és hozzajarul-
nak a kiil6nb6z6 kompartmentek filamentumainak sajatos tulajdonsagaihoz.
Mig a tropomiozin szerepét az izomsejtek Osszehtizdédasiban kiterjedten
tanulmanyoztak, és viszonylag jol értjiik, addig kevés az ismeret a nem izom-
sejtekre vonatkozoéan. Az eml6s agyban harom specifikus izoformat azonosi-
tottak™, melyeket TMBr-1, -2 és -3 névvel jelolnek.

Az idegsejtekben kifejez6d6 egyedi izoformak kiilonboz6 eloszlasban
szallitédnak a nytlvdnyokba és a sejttestbe, a fejlédési stadiumtdl is fiiggs-
enPl. Az atfedd exonhaszndlat miatt nem lehetséges teljesen specifikus ellen-
anyagokat vagy ,antisense” probakat létrehozni, ezért megfelel$ expresszids
rendszerben egyedi tropomiozin izoformakat allitottunk el6, hogy jellemez-
hessiik bioldgiai tulajdonsagaikat, és alkalmas jel6lés utdn a neuronba juttatva
kovethessiik sejten beliili elhelyezkedésiiket. Az utobbi célra epifluoreszcens
mikroszképpal kombinalt mikroinjektdlo rendszert alkalmaztunk, a tropo-
miozinhoz pedig kiilonféle Alexa festékeket kapcsoltunk.

Az el6zetes eredmények alapjan az egér fibroblasztbdl bakterialis expresz-
szios rendszerbe (pET28a plazmid BL21 DE3 E. coli sejtben) klénozott TMBr-1
és -3 nagy mennyiség tisztitott fehérjét szolgaltat. A His-tag teljesen eltavo-
lithat6 Faktor Xa emésztéssel, igy rendelkezésre 4ll a nativ tropomiozin izo-
forma. Koszedimentdacios vizsgdlatokban a TMBr-3 jellemzé aktin-kotédést
mutatott; a disszocidciés egyensulyi konstans a pM-os tartomanyban volt.
A kozeljovoben tervezziik tovabbi, agyban kifejez6d6 izoformak (pl. TMsa)
bevondsat is a kisérleteinkbe.

Irodalom:
[1] Lees-Miller JP et al. Mol Cell Biol. 10 (1990) 1729.
[2] Gunning PW et al. TRENDS in Cell Biol. 15 (2005) 333.




Nehéz meromiozin hatasa a formint koto aktin filamentumok

stabilitaséra 81
Ujfalusi Zoltdn, Hild Gdbor és Nyitrai Miklos

Pécsi Tudomdnyegyetem, AOK, Biofizikai Intézet (7624 Pécs, Szigeti 1t 12.)

A forminok nagymeértékben konzervalt, multidomén szerkezet(i fehérjék,
melyek az eukariéta sejtek mikrofilamentum rendszerének szabalyozasaban
vesznek részt. Aktinnal vald kélcsonhatdsukban kulcsszerepet tolt be FH2
(formin homolég 2) doménjiik. Az FH2 domén antiparallel dimereket alkot,
az FH1 és FH2 doméneket sszekapcsol6 "linker’ régi6 segitségével. Mint azt
korabbi vizsgalatainkbél tudjuk (Bugyi és mtsai, 2006), az mDia1 fragmen-
tumok a beko6tédésiik ardnyatdl fiiggé médon moédositjak az aktin filamen-
tumok konformdciéjat. Munkdank sordn az emlés izombdl szdrmazd nehéz
meromiozinnak (heavy meromyosin - HMM) a formin fragmentumokat
kotott aktin filamentumokra gyakorolt hatasat vizsgaltuk hémérsékletfiiggd
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET), valamint anizotrdpia
lecsengés modszerek segitségével. Eredményeink szerint a dimereket alkotd
formin (mDiai-FH2+linker) fragmentumoknak az aktin filamentumok
flexibilitdsara gyakorolt hatasat a HMM molekuldk bekotédése jelentSsen
csokkenti. Kordbban mér bemutattuk (Ujfalusi és mtsai, 2009), hogy egy
masik aktin-kotd fehérje, a tropomiozin is képes hasonl6 hatas létrehozaséra,
ezért megallapithatjuk, hogy ezek az aktin-kot6 fehérjék fontos szerepet
tolthetnek be az aktin filamentumok dinamikai tulajdonsagainak szabalyo-
zasaban.




Toxinok hatasa az inorganikus foszfat felszabadulasara az aktin

82 filamentumok képzédésekor
Vig Andrea, Kupi Tiinde, Hild Gdbor és Nyitrai Miklés

Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Biofizikai Intézet
(H-7624 Pécs, Szigeti u. 12.)

Az eukariota sejtekben nagy mennyiségben el6fordulé aktin fiziologids
koriilmények kozott monomer (G-aktin) vagy polimer (F-aktin) forméaban
fordulhat el6, melyeket a polimerizacié folyamata kot 6ssze. El6szor az ATP-t
ko6té monomerek kapcsolddnak ssze magokkd, majd a kialakult magokhoz
tovabbi ATP-t kot6 monomerek kapcsolédnak és alakitanak ki novekvé fila-
mentumokat. A monomerek asszocidcidja utdn az ATP hidrolizal ADP.P, —vé,
majd az inorganikus foszfat felszabadul. A foszfat felszabadulas sebességi al-
landéja 0,006 s, ami egy lassabb folyamat az ATP hidrolizisnél (0,02 s™).

A Phalloidin a gyilkos galéca (Amanita phalloides) mérge, ami képes
odakoétddni az aktin filamentumbhoz, stabilizalva azt.

A Jasplakinolide a Jaspis johnstoni tengeri szivacs mérge is kotédik az
aktin filamentumhoz.

Kutatasunk célja volt megvizsgalni annak lehet6ségét, hogy az emlitett
toxinok befolyasoljak-e az aktin filamentumokrdl t6rténd inorganikus fosz-
fat levalasanak sebességét. Abszorbcids fotometria és egy enzimrendszer
segitségével kisértiik nyomon az aktin polimerizacidjat kovetd foszfat fel-
szabadulds sebességét és a felszabaduld foszfat mennyiségét. Eredményeink
szerint mindkét méreg jelentés mértékben blokkolja az inorganikus foszfat
felszabadulasat.
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Kationos porfirinek kélcsonhatasa liposzoémakkal 83
Voszka Istvan', Corradi Gabor*, Heinz-Jiirgen Steinhoff, Csik Gabriella’
Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugdrbiolégiai Intézet, Budapest
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3Fachbereich Physik, Universitit Osnabriick

A fotodinamikus reakci6 soran keletkezd reaktiv oxigéngyokok hatétavolsaga
igen rovid, ezért fontos a fényérzékenyit6k helyének ismerete a sejten belil.
Egy, vagy két kationos csoportot tartalmazoé porfirin szarmazékok semleges
vagy negativ t6ltést liposzomakkal valé koélcsonhatdsat vizsgaltuk ESR-rel,
a zsirsavlanc kiillonboz6 helyein spinjelzé csoportot tartalmazd lipidek
segitségével. Az ESR jel paramétereinek véltozasat a porfirinkoncentracid
és a hémérséklet fiiggvényében megvilagitds nélkiil vizsgalva jelentésebb
hatast a 12-es szénatomon jelzett zsirsavnal észleltiink, nagyobb mértékben
az aszimmetrikus porfirin szarmazék esetében. Megvildgitast alkalmazva
porfirin jelenlétében az ESR jel intenzitdsa minden esetben csokkent, de a
hatas kifejezettebb volt a szimmetrikus szarmazék esetében. A lecsengési
id6allandé kiilonboz6 pozicidji spinjelz6k alkalmazasakor eltéré volt. Az
eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az aszimmetrikus szarmazék a
fejcsoportok kozelében, mig a szimmetrikus mélyebben helyezkedik el. Oxi-
génmentes kornyezet mindkét szarmazéknal csokkentette, de nem sziintette
meg a hatdst. Ez azt jelzi, hogy mindkét tipust fotokémiai reakci6 részt vesz a
hatas létrehozasaban.




- Monte Carlo simulation of 2D FRET systems
A. Forgdcs, L. Bene
Department of Biophysics and Cell Biology, University of Debrecen, Hungary
forgacsmeister@gmail.com, bene@dote.hu

The aim of the work is to find simple approximating practical formulas de-
scribing the dependence of the FRET efficiency on the concentrations of the
donor and acceptor in different geometries: random distributions, and non-
random distributions e.g. fractals, quasi-periodic, repeated receptor motifs
of given order of donor-acceptor stoichiometries. The work is motivated by
a need for the structural interpretation of the FRET efficiency values mea-
sured in the steady state or time-domain at different donor-acceptor stoichi-
ometries. The approximating formulas are obtained by fitting of simulated
FRET efficiency v.s. donor and acceptor concentration curves. The FRET effi-
ciencies were determined in two ways: (1) Either from simulated fluorescence
decays of the donor elicited by pulsed excitations, lifetime-based FRET effi-
ciency, E,, or (2) from the steady state donor intensities elicited in the limit of
infinitely long excitation pulses, quantum efficiency-based FRET efficiency,
E . The quantities E, E and the deviation E -E are analysed on the effects of
the geometry and st01ch10metry of the FRET system. Issues such as the ef-
fects of excitation light intensity (saturation), energy migration (homo-FRET)
between donors before hetero-transfer, and the memory effect of excitation
pulse duration are also discussed.
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Single-laser polarization fluorescence resonance energy transfer

(poIFRET) 85
A. Forgdcs, L. Bene

Department of Biophysics and Cell Biology, University of Debrecen, Hungary
forgacsmeister@gmail.com, bene@dote.hu

A new steady state method for the simultaneous detection of rotational
mobility and proximity of cell surface receptors is presented based on the
measurement of polarized fluorescence intensity components of the donor
and acceptor. In addition to the FRET efficiency and the donor and accep-
tor concentrations, the method makes feasible also the determination of the
rotational characteristics and the associated fraction of the donors (FRET-
fraction). The method is illustrated with flow cytometric measurements
on donor-acceptor systems comprised of fluorescently stained mAbs to the
MHCI/II cell surface receptors. Acceptor anisotropy proved to be more sensi-
tive than the donor anisotropy in sensing FRET. After determining the rota-
tional constants of the donors by fitting of FRET-resolved Perrin-plots, the
associated fraction of the MHCI and MHCII were determined. Sensitivity on
intermolecular separation and rotational dynamics was tested by monitoring
hypo-osmotic shock-induced reorganizations of receptor clusters. The reduc-
tion in FRET-efficiency and increase in rotational correlation time report on
a loosening of receptor clusters and an accompanying membrane stiffening.
The method can find useful applications also in fluorescence microscopes
capable of dual-anisotropy detection.




- A titin PEVK domén konformaciés dinamikaja
Huber Tamads"3, Fiilop Livia®, Grama Ldszlé', Penke Botond?,
Kellermayer Miklos S.Z.3
'Pécsi Tudomdnyegyetem, AOK, Biofizikai Intézet.
2Szegedi Tudomdnyegyetem, Orvosi Vegytani Intézet.
sSemmelweis Egyetem, AOK, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet.

A titin orids izomfehérje PEVK doménje egy feltehetéen random polimer-
lanc, amely a molekula fizioldgids nytjthatésagaért felelés. A PEVK domén
szerkezeti dinamikdja, konformdcidja és kolcsonhatdsai azonban még nem
pontosan ismertek.

Munkénkban a PEVK szerkezeti dinamikdjit tanulmanyoztuk a PEVK
szakaszbdl kivalasztott, 11 illetve 21 aminosav hossztisagu szintetikus peptide-
ken fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) mérések segitségével.
A FRET hatasfok mérésével a peptidek atlagos vég-vég tavolsagat hataroztuk
meg kiilonbo6z6 kisérleti koriilmények kozott. A vég-vég tavolsag a statiszti-
kus polimerlanc fontos paramétere.

A peptidek vég-vég tavolsaganak konturhosszal valé skalazodasa eltért a
tisztdn statisztikus polimerlancok esetén joésolt viselkedést6l, ami arra utal,
hogy a vizsgalt PEVK fragmentumok nem teljesen random polimerlancok.
A szerkezeti dinamika részletesebb feltdrdsa érdekében mértitk a hémér-
séklet, az ionerdsség, és a kémiai denaturansok FRET hatasfokra gyakorolt
hatdsat. Feltételezziik, hogy a PEVK domén szerkezetét elektrosztatikus kol-
csonhatasok stabilizaljak, amelyek egyuttal rugalmassdganak hangoldsat is
lehet6vé teszik.
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Spinjelolt formin fehérjék vizsgalata EPR spektroszkopiaval o7
Kupi Tiinde, Nyitrai Miklos és Beldgyi Jozsef
Pécsi Tudomdnyegyetem AOK, Biofizikai Intézet (7624 Pécs, Szigeti u.12.)

A formin fehérjecsalad tagjai citoszeleton szabalyozé fehérjék, melyek
monomerek tovabbi asszocidciéban. A formin homoldgia 2 (FH2) domén egy
koriilbelill 400 aminosavbdl all6 fehérje, melynek szerkezete a legtobb formin
izoformanal nagyfoku konzervativitast mutat. Az FH2 domén az aktin fila-
mentumok szakallas végéhez kotédik, védelmet nydjtva a sapkafehérjékkel
szemben.

Az eml6s mDia1 formin FH2 doménjéhez maleimide spinjel6lét (MSL)
kapcsoltunk, lehetévé téve a fehérje rotacids dinamikdjanak és aktinnal valo
kolcsonhatasdanak EPR spektroszkopids vizsgalatat.

A szobahOmérsékleten felvett EPR spektrumok két komponens szuperpo-
zicidjaként értelmezhetSk. A lassabb mozgashoz tartozé komponens rotacids
korrelacids ideje 21 ns, ami aktin hozzdaddsaval 25 ns-ra né. A gyorsabb moz-
gas rotacids korrelacids ideje koriilbeliil 3,5 ns.

A kilonboz6é hémérsékleten felvett EPR spektrumok hiperfinom csatolési
dllandoja (2A° ) a hdmérséklet fliggvényében egy hatdrozott téréspontot mu-
tat mind az MSL-formin, mind pedig az akto-formin komplex esetében. A 40
°C koriili toréspont egy konformacios valtozas kévetkezményekét értelmez-
hetd. A spektralis valtozasok lehetséges magyarazata a formin FH2 dimerek
disszociacidja, akdr aktinhoz ko6tott allapotban is.
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A beta1 integrin - EGF receptor kdlcsonhatas szerepe glioblasztoma
sejtek sugarrezisztenciajaban

Lajtos Tamds', Petrds Miklés', Pintye Eva?, Sz6llési Janos', Vereb Gyirgy'
Debreceni Egyetem OEC ‘Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, és *Sugdrterdpids
Tanszék

Az tirozinkindz aktivitdsi epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR,
ErbB1) amplifikdcidja megfigyelhet6 a magas (IV.) gradusu glioblasztomak
kialakuldsa sordn, és korrelaciét mutat azok sugdrrezisztencidjaval, mellyel
érdekes mddon a 7. kromoszdma tobblet is korreldl - az EGFR génje pedig a
7p-n talalhat6. Méréseink szerint a mikrosejt fuzidval létrehozott, tobblet 7.
kromoszémat tartalmazé U251 glioblasztoma sejtek a tobblettel, és az altala
megnovelt EGFR expresszidval aranyos sugarrezisztenciat mutatnak, és foko-
zott mértékben fejezik ki a beta1 integrint is, noha az nem ezen a l6kuszon
taldlhatd. Jelen kisérleteinkben ezért azt vizsgaltuk, hogy az U251 sejtekbe
ondlloan bevitt EGFR gén milyen hatdssal van az beta1 integrin expressziora,
az EGFR-integrin kolcs6nhatdsra, és a sejtek sugarérzékenységére.

Az U251 NCI anyasejtvonalbdl elektroporacios transzfektalassal, és tobbszo-
ri aramldsi citométeres dusitassal olyan sejtvonalakat hoztunk létre, melyek a
tobblet EGFR-t magas (E1H) és alacsony (E1L) szinten expresszaljak. Aramlési
citometriaval vizsgaltuk az EGFR és betai integrin expresszi6 idébeli alakula-
sat, és megallapitottuk, hogy az E1H populdcié a sejtvalogatast kovetéen egy
passzalas utdan mar kettévalik, és az E1L-nek megfelel6 expressziéju alpopulaci6
jelenik meg, melynek aranya folyamatosan né. A tébblet EGFR ugyanakkor
tobblet beta integrin kifejez6dést okoz, mely id6ben stabil.

Az 4j klénok az anyasejtvonalhoz képest az EGFR expresszio mértékével
aranyos, fokozott koloniaképz6 képességet, és megnovekedett sugarrezisztenciat
mutattak. A széruméheztetés utain EGF hatasara 1étrejott, Western blottal mért
Akt foszforilaci6 szintén az EGFR kifejez6dés mértékével parhuzamosan nétt.

Erdekes médon az dramlasi citométeres FRET mérések arra utaltak, hogy
az EGFR dimerizacié az expresszié6 novekedésével parhuzamosan csokken;
ugyanakkor az EGFR-integrin kolcsonhatds fokozodik. Kétoldali mikroszko-
pos FRET mérések igazoltak, hogy a beta1 integrin megjelenése az EGFR mole-
kulakat elvonja az EGFR dimerekbdl, és az integrinnel valé kélcsonhatédsukra
helyezi at a hangsulyt, melynek kovetkezménye lehet a PIZK/Akt szignalut erd-
sodése, a fokozott sejttilélés, és sugarrezisztencia. Ezt a hipotézist munkacso-
portunk klinikai glioblasztéma mintédkon végzett mérései igazolni latszanak.




A TRAIL receptorok cisplatin kezelésre lipid raft fliggé médon

aktivalédnak )
Szé6r Arpdd', Karel Soucek?, Alois Kozubik?, Szollési Janos', Vereb Gyirgy
Debreceni Egyetem OEC Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen

2 Institute of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech Republic, Brno

A TNF csaladba tartozé TRAIL két receptoran (DR4 és DRs) keresztiil képes
a sejtek apoptozisahoz vezeté jelatviteli utvonalakat generalni, ill. rakellenes
szerekkel egyiittmiikodve tomeges sejthalalt el6idézni.

Jelen kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy a TRAIL-re reagald
terapiarezisztens prosztata és colon sejtvonalakon (PC3, HCT-116) a cisplatin
(cDDP) kezelés és az ezzel kombindlt TRAIL ligandstimuldlas hogyan befo-
lyasolja a DR4 és DRs receptorok expresszios szintjét és azok kolokalizaciojat a
membran GM1 gazdag lipid doménjeivel. A receptorokat indirek immunfluo-
reszcens jeloléssel, a GMi-et choleratoxin B alegységgel jeloltiik. A konfokalis
optikai szeletekben a kolokalizdciét és membran expresszidt sajat fejlesztésti
programmal értékeltiik. Megallapitottuk, hogy a ¢cDDP kezelés ill. a révid
id6tartamu (5-20 perces) TRAIL stimulalds fokozta a receptorok expresszi6jat
és azok raft lokalizaci6jat mindkét vizsgalt sejtvonalon, és ez fokozott kaszpaz
aktivitassal és sejtpusztuldssal jart egytitt. Western-blot analizis alapjan az
6ssz TRAIL receptor mennyisége is nétt. Egy 6ras ligandstimulalast kéve-
téen a receptorok internalizaciédtak, azok raft lokalizacidja az alapszint ala
csokkent. Mind a cisplatin kezelés, mind a TRAIL ligandstimulalds hatdsa
kifejezettebb volt a DR5 receptorokon.

Osszegezve, a TRAIL - a terdpidban még nem alkalmazott citokin - és a
cisplatin kolcsonhatdsaként egymast potencirozoé hatas 1ép fel, mely fokozza a
sejthalalhoz vezet6 TRAIL receptorok expresszidjat és azok denzitdsat a lipid
raftokban. Eredményeink 0j stratégiat jelenthetnek az anti-tumor terdpia-
ban.
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Pertuzumab, trastuzumab, cetuximab és kombinacioik
alkalmazhatdsaga erbb2 pozitivemldtumorok kezelésére:
in vitro hatasok sejtvonalakon

Toth Gdbor, Szollési Janos, Vereb Gyorgy
Debreceni Egyetem OEC Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

A pertuzumab olyan tumor terdpidban alkalmazott ErbB2 célpontd humani-
zalt monoklonalis antitest, mely az ErbB2 dimerizacios hurkahoz kotédve an-
nak heterodimerizaciéjat gatolja, mig a trastuzumab az ErbB2 leszabalyozasat
fokozza. Munkacsoportunk korabbi kisérletei szerint a trastuzumabra in vitro
rezisztens JIMT1 eml6tumor sejteket immunhidnyos egerekbe oltva, azokban
a terdpias antitest Fc részén keresziil kifejtett ADCC képes a tumorndvekedést
megakadalyozni. Az ADCC-kozvetitett hatasok in vivo elkiilonitésére tehat
szitkséges F(ab)2 kezeléseket végezni, melyhez az F(ab)2 hatdsok in vitro jel-
lemzése elengedhetetlen. Masok megfigyelései szerint tobb EGFR (ErbB1)
ellenes monoklonalis antitest kombindcidja in vitro fokozhatja a proliferacio-
gatlas hatékonysagat, azonban e megfigyelés dltaldnosithatosiga még nem
ismert. Mindezek alapjan in vivo kombinacids kezelések megalapozdsahoz a
trastuzumab és a pertuzumab, valamint az EGFR ellenes cetuximab, és F(ab)2
fragmentumaik harom - ErbB2-t és EGFR-et kifejez - emlétumor vonalra in
vitro kifejtett hatdsat vizsgalatuk. A proliferaciot MTT alapu teszttel, az ErbB
expresszidt aramldsi citometridval, az ErbB és Akt foszforilaciot Western
blotton mértiik. Az EGFR-ErbB2 heterodimerizaciét mikroszkdpos fluoresz-
cencia rezonancia energiatranszfer mérésekkel jellemeztiik. Egyedi kezelések
esetén az irodalombdl ismert eredményeket kaptuk: a BT474 kifejezetten, az
SKBR3 kevésbé, mig a JIMT1 egyaltaldn nem volt érzékeny trastuzumabra.
A pertuzumab hasonlé ardnyban hatott a hdrom sejt proliferacidjara, de
a trastuzumabnal kevésbé. Egyik sejt sem volt érzékeny cetuximabra. Az
F(ab)2 fragmentumok in vitro az egész antiteshez hasonlo proliferaci6 gatlast
okoztak. A kombinacios kezelések sordn jelentésebb potencirozé hatést egyik
sejtvonal esetén sem tapasztaltunk. A BT474 esetében a trastuzumab és a per-
tuzumab additiv hatast fejtett ki, mig SKBR3 esetén kifejezett antagonizmust
észleltiink koztiik, mely leginkabb kis ddzist pertuzumab esetén nyilvanult
meg. Az ErbB foszforilaciés mintazatokbdl kiemelheté megfigyelés, hogy a
pertuzumab F(ab)2 jobban csokkenti az ErbB2 expresszidjat, mint az egész
antitest. Ezzel parhuzamosan az EGFR, ErbB2 és Akt foszforilaciét is hatéko-
nyabban csokkentette a pertuzumab F(ab)2. Az Akt foszforilaci6 csokkenését
fokozott apoptézis kisérte. Ezzel pdrhuzamosan a mikroszképos FRET méré-




sek alapjan azt is lathato volt, hogy a F(ab)2 fragmentum az egész antitestnél
is hatékonyabban cs6kkenti az EGFR-ErbB2 molekuldris interakciét, tehat a
csokkent Akt foszforilacié és novekedett apoptdzis hatterében feltehetdleg a
kedvezébb sztérikus feltételek miatt hatékonyabb EGFR-ErbB2 heterodime-
rizaci6-gatlas allhat. Kisérleteink alapjan megallapithatd, hogy (i) az 4ltalunk
készitett F(ab)2 fragmentumok in vivo rendszerben az in vitro hatds emula-
cidjara alkalmasak; (ii) a tobbféle antitesttel egytittesen létrehozhaté hiper-
keresztkotés és kovetkezményes fokozott proliferacié gatlas nem dltaldnosit-
haté, és (iii) pertuzumab esetén a F(ab)2 sztérikus okok miatt jobban meg-
bontja az EGFR-ErbB2 heterodimert, mint az egész antitest, azonban ennek
alacsony EGFR expresszional nincs kifejezett in vitro proliferaciés kovetkez-
ménye.
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A bakteriorodopszin koncentraciofiiggo diszperziéjanak mérése a

%2 kozeli infravoros tartomanyon

Heiner Zsuzsanna“?, Szalay Gergely, Osvay Kdroly
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2 SZTE Optikai és Kvantumelektronikai Tanszék (6701 Szeged, Pf. 406.)

A bakteriorodopszin (bR), a Halobacterium salinarum nevl baktérium
membranfehérjéje, amely az elmult 30 év szamos bioldgiai és biofizikai ku-
tatasanak egyik legjelent6sebb molekuldja. A nagyfokd érdeklédést az keltette
fel, hogy ez a fehérje fény hatasara energiat termel a baktérium szdmara, a
klorofill alapt fotoszintézishez képest lényegesen egyszertibb médon. E funk-
cidja sordn a bR-ben fényindukalt torésmutat6 —valtozas 1ép fel. Ez a jelenség
szamos fotonikai felhasznalasi lehetéséget kinal, tobbek kozott az integralt
optikdban (tisztan optikai elven miik6d6 kapcsolo), az adattarolasban (polari-
zacids hologramok) és a nemlinedris optikaban (masodharmonikus illetve
THz-hulldm keltés). Masrészt tobb publikacidban javasoltak a fehérje fotoelek-
tromos tulajdonsagainak felhasznalasat is. Annak ellenére, hogy szamtalan
helyen hasznaljak a bR-t, diszperzidjara vonatkozé pontos mérési adatok az
irodalomban nem dllnak rendelkezésre. Vizsgalataink célja tehat a bR disz-
perzidjanak meghatarozasa volt.

Munkdnk sordn térben és spektralisan bontott interferometridval megha-
taroztuk a bR koncentraci6fiiggs fazistolasat, majd diszperzidjat (dn(A)/d\)
a 780-880 nm kozotti hullimhossztartomanyon, ahol normalis diszperziot
mutat, és ahol a legtobb femtoszekundumos lézer miikodik. Eredményeink
a torésmutatd fenomenoldgiai leirasdbdl szamolt diszperzids értékekkel jo
egyezést mutatnak.




Orientalt amiloid halézat nanotechnolégiai alkalmazasokra
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Az amiloid béta (Af3) fibrillumok az Alzheimer-kor kialakuldsdnak hatterében
allo, A3 peptidekbdl felépuil6 extracellularis depozitumok. Tul az Alzheimer-
kérban betoltott szerepiikon, kiilonleges fizikai-kémiai és 6nszervezd tulaj-
donagaiknak koszonhet6éen az A3-fibrillumok nanotechnoldgiai és nanoelek-
tronikai alkalmazasi lehetéségei is felmeriiltek.

Kisérleteinkben a Af325-3 peptidbdl csillam feliileten kialakulé nanove-
zeték haldzatok tulajdonsdgait vizsgaltuk atomeré mikroszkoppal, kiilon-
boz6 kisérleti kortilmények kozott. Az Afl25-35 a béta peptid toxikus és
fibrillumképz6 fragmentuma. A peptidbdl szabdlyos trigonalis orientdci6ju
fibrillaris hdlézat alakul ki csillam felszinen. A peptidek csillamhoz kot6dését
és a fibrillumok hosszanti novekedését a kalium ionok kompetitive gatoljak.
A kélium- illetve a peptid koncentracié valtoztatasaval a kialakul6 nanoveze-
ték hal6zat f6 paraméterei (felszini lefedettség, vezetékek kozti tavolsag) szaba-
lyozhatéva valnak. Hémérséklet-fliggé méréseink szerint az amiloid halézat
a vizsgalt hémérséklet-tartomanyon beliil (30-70 °C) megtartja orientaciojat.
45°C-on azonban olyan effektusok lépnek fel, melyek az Af325-35 fibrillu-
mok szerkezetét és belsé kolcsonhatdsait megvaltoztatjak. Paradox moédon
a fibrillumok mechanikai szétzippzarozasahoz sziikséges er6k megnéttek a
hémérséklet novelésével. Feltehetéen a konformdciévaltozas hatdsara egyéb
(pl. hidroféb) kolcsonhatésok is kialakultak, amelyek a szerkezet stabili-
zalédasahoz vezetnek. Mivel az amiloid halézat idedlis model béta-lemezek
szerkezeti tanulmanyozdsara, megvizsgaltuk az LPFFD béta-lemz-rombold
(beta-sheet-breaker, BSB) peptid hatdsat az Af825-35 fibrillumok novekedési
kinetikajara, morfolégiai és mechanikai tulajdonsagaira. Eredményeink
alapjan feltételezhet6, hogy bar az LPFFD nem specifikus az Af32-35 peptidre,
mégis képes fellazitani a protofilamentumok kozotti kolesonhatasokat. Ered-
ményeink megalapozzak annak lehet6ségét, hogy Af3 peptid varidnsokbdl
kontrollalhaté mdédon felépiild, orientalt, és kémiailag hozzaférheté nanove-
zeték haldzatokat dedikalt nanotechnoldgiai, nanoelektronikai és nanomedi-
cinai feladatokra adaptédljunk.




Optikai szalra integralt hullamvezetok készitése fotopolimerizaciéval

il és ezek alkalmazasa lézercsipeszként
Valkai Sdandor, Ormos Pdl, Oroszi Ldszlo
MTA Szegedi Bioldgiai Kézpont Biofizikai Intézete (6726 Szeged, Temesvdri
korit 62.)

Kidolgoztunk egy egyszerti eljarast, mellyel hengerszer( optikai hullimvezet
épithet6 egymodusu optikai szdlak végére. A modszer lényege, hogy az optikai
szalat egy specidlis edénybe meritjitk, mely olyan fényérzékeny folyadékot
tartalmaz, amelyet az optikai szalbol kilép6 fény polimerizal. Megmutattuk,
hogy a fotopolimerizacids eljarassal készitett hullimvezet6bdl kilép6 fény al-
kalmas optikai csapdazasra, un. ,fiber trap” elrendezésben. Annak ellenére,
hogy az igy létrehozott eszkoz joval kisebb fizikai méretekkel rendelkezik,
csapdazasi paraméterei megkozelitik a hagyomanyos, hasonlé rendszert
lézercsipeszekéit. A bemutatott rendszer lehetséges gyakorlati alkalmazésaira
javaslatot tesziink.
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A Pécsi Akadémiai Bizottsag székhdza (Jurisics Miklos utca 44.)

PTE Hunyor Vendéghdz (Jurisics Miklds utca 16.)

A PTE Pollack Mihaly Miiszaki Kar Damjanich Kollégiuma (Damjanich ut 30.)
Pécsi Tudoményegyetem AOK (Szigeti tit 12.)

Vasutallomds (Indohaz tér 1.)

Tavolsagi buszpalyaudvar (Nagy Lajos kiraly atja 20.)



