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Szerkesztoi rovat XLVIII. évfolyam 3. szadm 2024. szeptember

Tisztelt Olvasdink! Kedves Kollégak!

Alexa Anita
foszerkeszto

Nagy izgalommal vagtunk bele a szeptemberi szdm szerkesztésébe, hisz Dr. Sz(ics Maria 15
évnyi munka utan adta at a stafétabotot nekem a fOszerkesztdi székben. Szerencsére egy
tapasztalt, lelkes szerkesztGi csapat maradt mellettem, és Sz(ics Maria el6z0 foszerkesztonk
tamogatasaval tovabbra is segiti a Biokémia megjelenését. Tovabba 6 szerkeszti az ,Akikre
blszkék vagyunk” rovatot is. Ebben a szamban Ecsédi Péter Akadémiai Ifjusagi dijas
Osszefoglalojat olvashatjuk az S100-fehérjék vilagarol.

Ajanlom Ondknek B&sze Szilvia miihelybemutatéjat, aki f6szerkeszt8i kérésre sajat
kutatécsoportjat mutatja be.

Tudomanyos cikként két fiatal, tehetséges és ambicidzus kutatd, Zambd Boglarka és Gogl Gergd
osszefoglaldjat olvashatjuk Franciaorszagban végzett munkajukrol.

Sok konferencia volt a nyar folyaman, ezekrél is olvashatunk beszamoldkat, tgymint a MBKE
augusztusi vandorgyllésének eseményeirdél és a FEBS mildndi kongresszusardl. Az utdbbi
konferenciarol 3 felkért beszamoldt is kaptunk: Lipinszki Zoltanét és két fiatal biokémikusét,
Réthi-Nagy Zsuzsannaét és Nagy-Kanta Eszterét.

Bérdi Péter technikai szerkeszté segitségével egy kicsit megujult a folydirat formaja. A
kovetkez6 célunk az lesz, hogy kdnnyebbé tegylik a szerz6inknek és a szerkeszt6knek a cikkek
megirasat, formazasat illetve szerkesztését. Egy egységes, konnyen kezelhet6 sablont
szeretnénk késziteni, de még nem tudjuk a moddjat. Ehhez kérnénk segitséget tisztelt
olvasdinktoél. Javaslataikat, meglatasaikat a Biokémia Ujsaggal, vagy a magaval a biokémiaval
kapcsolatban Gallyas Ferenc varja a Forum rovatban. Az (jsag fokozatos formai és tartalmi
megujulasa mellet, Uj tagot is készénthetiink a szerkesztdéségben. Uj tagunk Vas Virag (HUN-
REN, TTK, MEI), aki Kiricsi Mdénika helyére lépett a szerkeszt6ségben. Ezuton is halasan
kdszonjiuk Ménika eddigi munkajat az Ujsag szerkesztésében!

Biztatom Ondket, hogy batran kiildjenek tudomanyos cikkeket, attekinté irdsokat, PhD-
osszefoglalokat, mihelybemutatdkat, illetve véleményeket a biokémiaval és hatarterlleteivel
kapcsolatban.

A mostani szamhoz pedig szerkeszt6 tarsaimmal egyitt jo olvasast kivanunk!
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o Tud; 5 cildek
O Attele“ refoglaléok

sk bemutat ¥

IBaZéI jobbra Vas Virdg szerkesztéségi titkdr, Bérdi Péter technikai szerkeszt6 és Alexa Anita f6szerkesztd
dthato.
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Az MBKE tagjainak elismerései
2024. junius 15. és 2024. szeptember 1.
kozott

Az Academia Europaea tagjai k6zé valasztottak Horvath Pétert, a HUN-REN SZBK Biokémiai
Intézetének igazgatojat, aki a tumoros megbetegedések diagnosztizalasat segitd, mesterséges
intelligencidn alapuld mikroszkdépos rendszer kifejlesztésének elismeréseként kerilt be a rangos
tudomanyos szervezetbe.

Kiemelkedd tevékenysége elismeréseként Magyar Arany Erdemkereszt polgari tagozat
kitiintetésben részeslilt Dr. Csontné Dr. Kiricsi Ménika, a Szegedi Tudomanyegyetem
Természettudomanyi és Informatikai Kara Bioldgia Intézetének oktatasi intézetvezetShelyettese,
egyetemi docens. Mdnika 15 éven keresztiil (2009. november-2024. junius) volt a BIOKEMIA
folydirat szerkeszt6ségének a titkara.

Gratulalunk a kitiintetetteknek!
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A S100 fehérjecsalad kdlcsénhatasi
halozatanak felterkepezese

Ecsedi Peter

Eétvos Lorand Tudomanyegyetem,
Természettudomanyi Kar, Biokémiai Tanszék
e-mail: peter ecsedi@ttk.elte.hu

Bevezetés

Az alabbi Osszefoglald eddigi kutatdmunkam eredményeibdl készilt, kilonosképpen az S100
fehérjecsaladdal kapcsolatos vizsgalataimra fokuszalva, amely az Akadémiai Ifjusagi Dijat
elnyerd palyazatom tllnyomo részét alkotta. frdsommal szeretném az olvasokkal megismertetni
ezt az egyre nagyobb teranosztikai (egyszerre terapias és diagnosztikai) jelent6séggel bird
fehérjecsaladot, bemutatni patologias szerepliket, és rdmutatni, hogy miért nehéz ezen fehérjék
terapias célzasa, illetve azt, hogy jelenleg milyen lehet6ségei és nehézségei vannak annak, hogy
kiaknazhassuk tudasunkat a csalddhoz kothetd betegségek elleni harcban.

A Ca?+-kotoé S100 fehérjecsalad bemutatasa és teranosztikai értékiik

Az S100 fehérjék torténete 1965-ben kezdbdik, amikor az emberi agy vizsgalata soran egy
ugynevezett ,5100” fehérjefrakciot allitottak el6 a kutatok. A frakcid a nevét onnan kapta, hogy
a benne jelen levd fehérjék még telitett ammonium-szulfat oldatban sem csapodnak ki [1].

S100A4 S100A5

S100A6
S100A11 S100A13

,»,:‘ ) ~ 5 V
S100A16 S100B S$100G $100Z

1. abra. A Ca** kotodésének szerkezetre gyakorolt hatasa az S100A4-en bemutatva és az S100 fehérjék
atomi felbontasu szerkezetei. (A) Az S100A4 dimer nativ formaja (PDB azonosité: 1M31). Az egyik monomer
szirkével, mig a masik monomer négy hélixe szinesen lathaté. Ca?+ (barna gémbdk) kétédését kbvetéen a III-as hélix
elfordul, és megjelenik az S100-akra jellemz8 hidrofob kétbarok (szirke nyilak) (PDB azonosité: 3C1V). (B) Az 5100
feherJek atomi felbontasu szerkezetei (PDB azonositok: S100A1: 2LP3, S100A2: 4DUQ, S100A3: 3NSO, S100A4: 2Q91,

S100A5: 4DIR, S100A6: 1K9K, S100A7: 3PSR, S100A8: 5HLO, 5100A9 6ZDY, S100A10: 4FTG, 5100A11 1QLS,

S100A12: 1E8A, S100A13: 2EGD, S100A14: 2MOR, S100A15: 8S9W, S100A16: 2L51, S100B: 3D10, S100G: 2MAZ,
S100P: 1J55 és S100Z:5HYD).
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Evekkel kés6bb sikerilt két kiilonbdzé fehérjét azonositani a feltliszobdl sertésben [2], melyek
az S100a és S100B nevet kaptak (a mai nevezéktan szerint S100A1 és S100B). Ezen fehérjéket
el6szor agyspecifikusnak, pontosabban gliasejt-specifikusnak gondoltak, amely feltételezés
egészen 1981-ig fennallt [3]. Azéta tébb, a csaladhoz tartozé fehérjét fedeztek fel, és kiderilt
az is, hogy szamos szervben és szdvetben el6fordulhatnak, jelenlétik nem korlatozodik az
agyra. Ma az S100 fehérjéket az EF-kéz motivummal rendelkez6 kalciumkotd fehérjék
szupercsaladjaba soroljuk. Kicsi, homo- és néhany ismert esetben heterodimer (kivétel az
S100G, amely csak monomer formaban van jelen) molekulak, és mai ismereteink alapjan azt
mondhatjuk, hogy a korai gerincesekben jelentek meg. Emberben sziken véve 20,
szerkezetében nagyon hasonld paraldégot ismerliink (1. abra) [4]. E tagok kozll 16 génje,
nevezetesen az S100A1-A16, szorosan egymashoz csoportosulva ugyanazon kromoszdéman
helyezkedik el (1g21), mig az S100B, S100G, S100P és S100Z génjei kilénb6z6 helyeken
talalhatok (21922, Xp22, 4pl16 és 5q13, megfelel6en) [5].

g3 f3ggdisfyidaisgizgisg
-Ig (K,/M) Fo88S55ss85883sd:s3s3¢8¢3
d SO I B 7 7 I n 0 7] IR I I I
9 NMIIA
85 FOP
8 FOR20 -
75 p53
T4 C-ERMAD
6.5 SIP
6 MNK1
55 TRPM4
5 NCX1
4.5 MK2
4 Capz
35 MDM4
3 RSK1-CTKD

2. abra. Az S100 fehérjék kolcsonhatasi halézatanak bemutatdsa [15]. Ezen kdlcsénhatdsok alapjan az S100
fehérjék két f6 funkciés csoportot alkotnak, 1) drva: kevés kétépartnerrel rendelkez8k, vagy nem ismertek még a
partnerek (balra); 2) promiszkus: tébb egymassal atfed6 kélcs6nhatdssal rendelkezok (jobbra). Az egyes
kélcsénhatdsok erdsségét kiilénb6z6 szinek jelolik [15].

Az S100 fehérjék nem rendelkeznek enzimaktivitdssal, hatdsukat szamos fehérjével térténd
kolcsbnhatasaikon keresztlil képesek kifejteni Ugy, hogy azok mikodését maddositjak,
funkcidikhoz fontos felszineik elfoglaldsaval. Tudni kell, hogy az S100 fehérjék a
kolcsbnhatasaikat Ca2*-fliggé moddon alakitjak ki. A Ca?* kotédését koveté konformaciovaltozas
hatdsara egy hidroféb felszin jelenik meg az S100 fehérjéken, mely alkalmas a partnermolekulak
megkotésére (1. abra) [6]. Az S100A10 kivételt jelent a csaldadban, mert nem képes Ca%*
koordindlasara és egy konstitutivan aktiv, nyitott konformaciét vesz fel. Olyan ismert fehérjék
tartoznak az S100 fehérjék kotopartnerei kozé, mint a ,,genom 6rz6je”, a p53 [7-9], a nem-izom
miozin 2 (NM2A) motorfehérjék [10, 11], a Ca?*- és membrankotd annexin A2 (ANXA2) [12, 13],
a riboszomalis S6 kinaz 1 (RSK1) [14], vagy a centroszomalis fehérjék kozll a FOP [15] és a
FOR20 [16]. Ezen partnerek kdlcsonhatasat sok esetben csak egyes S100 fehérjékkel vizsgaltak
korabban, de a teljes interakcids haldzatot mi tanulmanyoztuk elGszor, a fehérjecsalad Gsszes
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tagjat bevonva a kutatasba (2. dbra) [15, 17]. Munkank soran magas promiszkuitast talaltunk
az egyes S100 fehérjék kozott, mely valdszinlileg a fehérjecsaladon bellili nagy szekvencialis és
szerkezeti hasonldsagoknak koszonheto [18]. Az S100 fehérjék altalaban partnereik rendezetlen
szakaszaival |épnek kélcsonhatasba, igy a megfigyelt promiszkuitashoz hozzajarulhat, hogy a
kotéseknél kevésbé 1ép fel a konformacids szelekcid, a koétofelszinnek nem kell idomulnia egy jol
definidlt partnerszerkezethez is [19].

1. tablazat. S100 fehérjék és a megvaltozott expressziojukhoz kapcsolt betegségek.

S$100 fehérje Reumas Tumorok Neurodegenerativ Sziv- és

betegségek betegségek érrendszeri

betegségek
S100A1 + +
S100A2 +
S100A4 + +
S100A5 +
S100A6 + + +
S100A7 + + +
S100A8 + + +
S100A9 + + +
S100A11 + +
S100A12 + + +
S100B + + + +

A tablazat csak azon S$100 fehérjéket mutatja, melyeket mar kapcsolatba hoztak valamilyen a négy kategdriaba
sorolhato betegséggel [21, 23, 27, 28].

Az S100 fehérjék élettani funkcidéi még mindig csak hézagosan ismertek, de ismerve a kiterjedt
kblcsOnhatasi haldézatukat nem megleps, hogy szerepet jatszanak intracellularisan olyan
folyamatokban, mint a proliferacid, a differenciacidé, az apoptozis, a Ca2*-homeosztazis és az
energia-anyagcsere, mig extracellularisan képesek aktivalni szamos felszini receptort [5, 20]. Az
S100 csalad tagjai iranti érdeklédés annak készonhetd, hogy szamos betegséggel kapcsolhatdak
0ssze, mint példaul a kardiomiopatiak [21], a tumoros elvaltozasok [22], valamint a gyulladasos
[23] és neurodegenerativ betegségek [24]. Ritka kivétellel egytdl egyig egy vagy tébb S100
fehérje megemelkedett expresszids szintjét mutattdk ki sok, ezen betegségben szenvedd
paciensnél [5, 6, 25]. Az S100 fehérjékhez kapcsolddd kutatasi eredmények és kapcsolatuk az
emlitett betegségekhez meglehetdsen sokrét(i, amelyet az 1. tablazatban prébaltam lényegre
téréen Osszefoglalni. Ezen megfigyelések és negativ kapcsolatok miatt az S100 fehérjék ma
diagnosztikai (2. tablazat) és egyben igéretes terapias (3. tablazat), azaz teranosztikai
célpontoknak szamitanak [26].

Mivel az emlitett betegségek egyénenként masok lehetnek, nem nagyon lehet altalanos
megallapitasokat tenni az egyes S100 fehérjék hatasaira sem, érdemes feltérképezni az S100
csalad kolcsGnhatasait; a receptoraiktdl, a jelatviteli Gtvonalakon keresztll az intracellularis
kotdpartnerekig. A csalad tagjai — kdszénhetden széles partnerhalézatuknak — a legkiilonb6zdbb
modokon képesek hatni az egyes sejtek mikddésére, s talan ezért is, jelenleg a
szakirodalomban nincsen egyértelm( konszenzus azt illetéen, hogy az egyes S100 fehérjék az
adott szervben, szOvetben és fizioldgias/patoldgidas stadiumban pontosan hogyan érik el
hatasukat. Ennek feltérképezése jelenleg is zajlik, és eddigi munkam is ezen ismeretekhez jarult
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hozza, elsGsorban a kdlcsonhatasok atomi felbontasl megismerésére fokuszalva. Ez a tudas
elengedhetetlenek, hogy megtaldlhassuk az S100 fehérjék atfed6 kolcsénhatdsi halézatadban
fellelhet6 apro kulonbségeket, és azokat célozva partner és/vagy S100-specifikus gatldszereket
fejleszthessiink a jovében.

2. tablazat. Az S100 fehérjék legfontosabb diagnosztikai lehetéségei.

S100 fehérje Patologias allapot
S100A2 Endometrialis karcindma [29]
Premetasztatikus allapotok [30]
Amiotrofias lateralszklerézis (ALS) [31]
510044 Reumatoid artritisz [32]
Magas és laphamsejtes adenokarcinéma [33]
Adenokarcinéma [34, 35]
Laphamsejtes karcindma [34, 35]
S100A6 Kissejtes tlidbrak [34, 35]
Hugyholyagrak [36]
S100A7 és : g
S100A15 Pikkelysémor [37]
Reumatoid artritisz [38]
S100A8/AQ Gyulladasos bélrendszeri betegségek [39] [40]
Mellrakos tumorok [41]
COVID-19 sulyossaga [42]
S100A10 Mellrak attétképzd képesség [43]
Késdi stadiumu nem-kissejtes karcinoma [44]
S100A14 Mellrak [45, 46]
S100B Gyenge traumatikus agyseériilés altali koponyan bellli sérilés [47]
S100P Tudoérak attétképzés [48]
Veégbélrak attétképzés [49]

3. tablazat. Ismertebb S100 fehérjék elleni terapias lehet6ségek.

fesl;lgr?e Patologias allapot Terapias lehetéség
Mellrak miR-325-3p altali gatlas [50]
S100A2 o i Delanzomib altal az S100A2 és KPNA2 kdzti
Végbélrak . i
kapcsolat megakadalyozasa [51]
S100A4 Prosztatarak mab6B12 antitest altali S100A4 gatlas [52]
S100A6 Végbélrak CacyBP/SIP és S100A6 kozti kapcsolat gatlasa [53]
S100A7 ER pozitiv mellrak S100A7 vagy RAGE inhibitor [54]
S100A9 Brcal mutans ICB elleni rezisztencia megszintetése az
mellrak S100A9/CxcL12 jelatviteli utvonal gatlasa altal [55]
S100A10 Végbeélrak ANXA2/S100A10 komplex gatlasa [56]
S100B Végbélrak Pentamidines vezikulomok altal S100B gatlas [57]
S100P sejtmagba valo bejutasanak, vagy csak
S100P Végbélrak SLC2A5 prométerével vald interakcidjanak
megakadalyozasa [49]

A metasztazis-asszocialt S100A4

Patolégidas szempontbdl a fehérjecsalad egyik leginkabb vizsgalt tagja az S100A4, amelyet
korabban metasztazinnak is neveztek. Ez a név jol mutatja, hogy milyen erGs 6sszefliggést
talaltak a fehérje expresszids szintjének valtozdsa és a rosszindulatl sejtek metasztatikussa
torténd progresszidja kozott. A szamos allatmodellen végzet kisérlet mellett [58] talan Rudland
és munkatarsainak eredményei mutatjak a legjobban az S100A4 hatasat. Ok 349 emldrakos
beteget vizsgaltak és az S100A4 fehérje expressziojat mint a betegek tulélésének legjelentésebb
el6rejelz6jeként azonositottak. Az S100A4-negativ daganatos betegek 80%-a élt 19 évet
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koévetben is, mig az S100A4-pozitiv betegeknek csak 11%-a volt még életben ezen ido elteltével
[59]. Azéta mar hasonlé eredményeket talaltak maj- [60] és agytumorok [61] esetében is.
Feltételezések szerint ez a negativ Osszefliiggés kapcsolatba hozhaté az S100A4 olyan
partnerekkel valé koélcsénhatasaval, mint a nem-izom miozin 2 (NM2) [58, 62-64], az annexin
A2 (ANXA2) [65] vagy a p53 [66].

Az S100A4 - NM2 kolcsonhatas vizsgalata

A gerinceseknél harom nem-izombdl szarmazé miozin 2 (NM2) paraldg ismert: az NM2A, az
NM2B és az NM2C [67, 68]. A paraldogok 64-80%-0s szekvenciaazonossagot mutatnak, de
kulonboznek az ATP-dz aktivitasuk kinetikajaban, a motilitasi ratajukban [69-71] és az
intracellularis lokalizaciéjukban [72-74], valamint megklilonboztethetd és atfedd sejtfunkcidkat
latnak el [75-77]. Az NM2 paraldgok funkcionalis ,minifilamentumokat” képeznek a sejtekben
[78, 79]. Az NM2A esetében kimutathatd, hogy az S100A4-gyel vald kélcsénhatas hatassal van
a sejtek motilitasara Ugy, hogy az S100A4 a kolcsénhatasa révén megakadalyozza az NM2A
minifilamentumok képz6dését [10, 80, 81], ami igy nem képes a citoszkeletdlis dinamikat
szabalyozni. Az S100A4-et tulexpresszald sejtekben oldaliranyd és el6renyuld nyulvanyok
megjelenése figyelhetd meg [81], ami elGsegiti a sejtmozgast és igy a metasztazist. Az S100A4
- NM2A komplex atomi felbontdst szerkezetét a Nyitray-munkacsoport munkatarsai oldottak
meg és publikaltak elészor [10]. Meglep6é modon, a dimer S100 fehérjék esetén eddig nem
ismert, 1:2-es sztéchiometriat talaltak a komplexben, ahol egy NM2A molekula egy S100A4
dimer két kotOhelyével is kdlcsdnhatasba lépett, ezaltal mintegy korbedlelve a fehérjét. Ebbdl
kovetkezett, hogy a korabbrdl ismert szimmetrikus komplexek helyett az S100A4 aszimmetrikus
komplexet alakitott ki a partner NM2A-val, s ez az aszimmetrikus kétédés sziikséges feltétele a
miozin filmentumképz6dés és szétesés szabalyozasanak [10].

A s00mvM B Kozosen polimerizalt C Kozésen polimerizalt
o 893 150 mM NaCl &; 150 mM NaCl
504 +S100A4
45 _~+30 perc

5 10 1520 25 30 3540 4550 5560 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Kiilén polimerizalt E Kuloén polimerizalt Kulon polimerizalt
150 mM NaCl gg . 150 mM NaCl 150 mM NaCl
] - . +206ra +2ora
- "+ S100A4
+ 30 perc

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
NM2A molekulak szama NM2A molekulak szama NM2A molekulak szama

3. abra. Heterofilamentumok kialakuldsa és az NM2A-szelektiv S100A4 altali szétszerelése [11]. A méréseket
teljes belsé visszaver8déses fluoreszcencia (TIRF) mikroszkdppal végeztiik, ahol fluoreszencia alapon az NM2A-t piros,
mig az NM2B-t z6ld szinnel jel6ltiik. A fluoreszcencia-intenzitasok alapjan meg lehetett allapitani, hogy egy-egy
minifilamentumban hany NM2A és NM2B molekula taldlhatd, (A) 500 mM-os NaCl koncentracié mellett nem képzddnek
minifilamentumok, és csak gyenge intenzitasu foltok észlelhetbek (leginkabb 2 vagy kevesebb molekula). A
m/n/ﬁ/amentumokat a NaCl koncentracio csékkentésével két kilonb6z6 mdodon lehetett kialakitani. (B) A paralégokat
magas ionerd mellett 6sszekeverve, majd a sékoncentracidt lecsékkentve, vagy (D) a kiilon képzett minifilamentumokat
Osszekeverve és (E) megvérva a filamentumokat alkoté molekulak keveredését (2 ¢dra). (C) és (F) Az S100A4
szelektiven cs6kkenti az NM2A molekuldk szamat. A sziirke vonalak az adatokhoz valé linearis illesztést mutatjak. A (C)
és (F) abrak szaggatott vonalai a (B) és (E) abrakon 1évé illesztéseket mutatjak, hogy hangsulyozzak a valtozast.
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Folytatva az NM2A-val kapcsolatos munkat, kutatdsaim soran az NM2A és NM2B
minifilamentumok S100A4 altali szabalyozasat kezdtem vizsgalni. Az mar ismert volt, hogy az
S100A4 NM2A-val kialakitott koélcsbnhatdasa tobb nagysagrenddel er6sebb az NM2B-hez
viszonyitva [10, 82] illetve, hogy sejten belil a két NM2 paraldg heterofilamentumokként
szerelodik Ossze, viszont polarizalt sejtekben mar féként homofilamentumokként eltérd
lokalizaciét mutat (NM2A a sejt ellils6, mig az NM2B a sejt hatulsé részén jelenik meg) [83]. Arra
nézve eddig nem volt kisérletes bizonyiték, hogy esetlegesen az S100A4-nek lehet-e szabalyozd
szerepe az NM2 fehérjék sejten bellili eloszlasanak kialakitdsaban. Eredményeink megmutattak,
hogy az NM2 filamentumokat nemcsak az S100A4, de mas, szintén a metasztatikus tumorokkal
korabban mar kapcsolatba hozott S100 fehérjék (S100A1, S100A2, S100A6 és S100P) is
képesek szétszerelni, szintén paraldg specifikus mddon, ahogy azt megfigyelték korabban az
S100A4-nél. Ezek az eredmények ramutatnak a rokon S100 fehérjék hasonld mikodésére
patoldgias esetekben és arra is, hogy egyes szbvetekben miért az egyik, mig mas szdvetekben
miért egy masik S100 fehérje okoz nagyon hasonld patoldgias allapotot. Tovabbi eredményeink
bebizonyitottak, hogy az S100A4 képes szelektiven ,kivalogatni” az NM2 heterofilamentumokbdl
az NM2A paraldgot, ezzel eltolni az egyensulyt a minifilamentumokon belll (3. abra). Az NM2B
oldalardl hasonld szortirozd mechanizmust taldltunk a C-terminalis foszforilacido esetében, ami
pedig az NM2B filamentumokbdl valé eltavolitasara szolgalé folyamat lehet [11].

Az S100A4 képes az S100A10-hez hasonléan kotodni az ANXA2-hoz

Az ANXA?2 fehérje a nem EF-kéz Ca2+-koto fehérjecsalad tagja, amely emberben 12 paralogbdl
all [84]. Az ANXA2-t az a képessége jellemzi, hogy kalciumfliggé mddon képes megkétni és
aggregalni (,annex”) anionos foszfolipid membranokat [85].
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4. abra. ANXA2 altal kozvetitett liposzoma-aggregacios funkcio foszforilacié és S100-kotés altali
szabalyozasa [13]. (A) Az ANXA2 N-terminalisanak konformdacids flexibilitisa né a Ser26 Protein kindz C (PKC)
(narancs) vagy csékken a Tyr24 proto-onkogén c-Src tirozin kindz (c-Src) (piros) dltal térténd foszforilacio
kévetkeztében. (B) Ca®**-fliggo (sarga) membrankdtéskor, az ANXA2pY24-gyel ellentétben, mind a foszforilalatlan
ANXA2, mind az ANXA2pS12—-pS26 nyitott konformdciot vesz fel; azonban feltehetéen a pSer és az Arg oldallancok
kozotti ionos kélcs6nhatasok miatt az ANXA2pS12-pS26 blokkolva van ,autoinhibalt nyitott allapotban” és az
ANXA2pY24-hez hasonléan nem képes membranaggregaciora. (C) A nativ ANXA2 nyitott konformdacioja lehetévé teszi
az dénasszocidciot és a membranok &sszekapcsolasat (kézépen). Az S100A10 (rézsaszin) elGsegitheti a
membranaggregéciot két ANXA2 lanccal vald szimmetrikus kélcsénhatasa révén. Az S100A4 (zéld) viszont a teljes N-
terminalissal valé aszimmetrikus kélcsénhatdsa révén hathat, és a nativ fehérjéhez hasonlé mechanizmust serkenthet.
Fontos megemliteni, hogy az S100 fehérjék a foszforilalasok okozta gatlé hatasokat képesek ellensulyozni.
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Ez a képesség alapozza meg bioldgiai funkcioit, beleértve a vezikularis transzportfolyamatokat,
az exocitézist és az endocitozist. Az ANXA2 tulzott expresszidja klilonb6z6 daganattipusokban

s

figyelhetd6 meg, és hozzadjarul a rak kialakuldasdhoz a tumorsejtek adhézidjanak,
befolyasolasa révén [86]. Az S100 csalad ugy kapcsolhaté az annexinekhez, hogy az S100A10-
et el6szor az ANXA2-vel irtdk le szimmetrikus komplexben (két ANXA2-t két meg két S100A10
monomer, azaz 1 dimer) [87]. Kés6bb bebizonyosodott, hogy az S100 fehéjecsalad mas tagjai
(S100A4, S100A6 és S100A11) is kolcsénhatasba lépnek az ANXA2-vel [12]. Az ANXA2
mukodésének szabalyozasa rendkivil 6sszetett: magaba foglalja a Ca?*t megkotését, a fehérje
foszforilacidjat és az S100 fehérjékkel vald kdlcsénhatast. Szamos kilonb6zd topoldgiai modellt
javasoltak el6ttlink mar az ANXA?2 altal kdzvetitett membranaggregaciéo magyarazatara [88-90],
a foszforilalt és az S100A4-kotott ANXA2 3D-strukturainak ismerete nélkil azonban az altaluk
kozvetitett szabalyozas mechanizmusa tisztazatlan volt. Az altalunk megoldott atomi felbontasu
szerkezetek (ANXA2 - S100A4 komplex PDB: 5LPU; ANXA2p24Y foszforilalt PDB:5LQ0 és 5LQ2;
ANXA2S26E foszfomimikalt PDB:5LPX szerkezetek) segitségével felallithattunk egy 0j, szélesebb
kor(i m(ikodési modellt az ANXA2 membrdnaggregacios képességének szabdlyozasarol (4.
abra). Megsziletett az els6 olyan S100-komplex szerkezeti modell is, amely nem csak a linearis
kétdmotivumot, hanem a teljes méret(i partnerfehérjét tartalmazza, azonfellil egy Ujabb
aszimmetrikus S100 kolcsonhatas szerkezetét ismerhettliink meg (egy partner kotddik a dimer
S100 fehérjéhez, hasonléan az NM2A - S100A4 és az Rskl - S100B komplexhez [14]). Utébbi
bizonyitotta, hogy az aszimmetrikus koélcsénhatasok az S100 fehérjecsaladon belul sokkal
gyakoribbak lehetnek, mint azt korabban gondoltak [13].

Az ANXA2 felhasznalasa mint kristalyosité segédfehérje

A fehérjekrisztallografia még ma is a szerkezeti biologiai legfontosabb technikaja. A
szerkezetmegoldd moddszerek folyamatos fejlodése azt okozta, hogy a fehérjekrisztallografia
elsédleges limitalo |épésévé a molekuldk kristalyracsba rendezése valt, ez viszont még ma is
nagy kihivasok elé allitja a kutatdkat. A kristalyosodas folyamatat szamos tényez6 befolyasolja,
beleértve a fehérje kémiai jellemzGit, a kornyezeti tényezOket és a konformacids heterogenitast
[91], illetve altaldban nagy mennyiségl tisztitott fehérje sziikséges hozza. Egy népszeri
modszer a fehérje expresszidjanak és tisztitdsanak el0segitésére affinitas cimkék hasznalata a
célfehérjéhez fuzionalva, mint példaul a His6-tag [92], a maltéz-két6 fehérje (MBP) [93], a
glutation S-transzferaz (GST) [94], a tioredoxin (TRX) [95], vagy mas rovid peptid vagy stabil
fehérje [96]. A kristalyositds el6tt ezeket a cimkéket rendszerint helyspecifikus protedzok
segitségével eltavolitjak, ami a célmolekula kicsapdédasahoz és/vagy aktivitdsanak elvesztéséhez
vezethet [97]. Emiatt szdmos esetben fuzionalt allapotban tartjdk meg a célfehérjéket. Ennek a
fentieken tul két masik elénye is lehet. Az egyik, hogy az affinitas cimke kristalyosodd képessége
igy kihasznalhatd, ami segitheti a kristalyosodas folyamatat, a masik, hogy a kiméramolekula
ismert szerkezete felhasznalhat6é az adatfeldolgozas folyaman a molekularis helyettesités és a
szerkezet finomitasa soran. Erre a célra sikeresen alkalmaztdk mar a manndz koété fehérjét
(MBP), a glutation-S-transzferazt (GST) és a tioredoxint (TRX) [98, 99], mas jdl kristalyosodd
fehérjékkel egyltt, mint példaul a lizozim [100-102] vagy kiilonb6z6 antitest-fragmensek [103].
Eddig azonban csak az MBP tlint altaldnosan hatékony kristalyositd chaperonnak [98, 104], és
kevés erbfeszités tortént olyan alternativak megtaldlasara, amelyek hasonléan jék vagy akar
alkalmasabbak is erre a kett6s szerepre. A Protein Data Bankban (PDB), amely az atomi
felbontasu térszerkezetek tarhaza, a kristalyositd segédfehérjék alkalmazasaval megoldott
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szerkezetek szama folyamatosan ndvekszik, ami azt jelzi, hogy ez a megkozelités rendkivil
hatékony eszkoz lehet a nehezen kristalyosithaté fehérjék vagy fehérjekomplexek szerkezetének
megoldasara. Ilyen nehéz célpontra példa az S100 fehérjék és komplexeik is, kdszénhetGen
rendkivil jo oldékonysaguknak. Mi is szamos kisérletet tettlink a p53 - S100A4 komplex
kristalyositasara 6énmagaban, GST vagy vad tipusi MBP (wWtMBP) cimkék felhasznalasaval, de
ezek egyike sem jart sikerrel. Ezen fellil a kordbban megoldott NM2A - S100A4 szerkezet
megismerése is csak a kristalyositast segité aminosavcserék bevitelével valt lehetségessé [10].
Ezek a kutatécsoportunk altali prébalkozasok is jol szemléltetik, hogy az S100 fehérjék
kristalyositasa komoly nehézségekkel jar. Itt fel is merll a kérdés, hogy talalhatnank-e egy az
MBP-nél is hatékonyabb kristalyosité segédfehérjét, ami felhasznalhaté lenne az S100
fehérjékkel végzet kutatasok soran.

Az ANXA2-vel végzett szerkezeti munkak megmutattak szamunkra, hogy az ANXA2 rendkiviili
kristalyosodé képességgel rendelkezik, sOt kristalypakolddasa kiszamithatd és rendszerében
oldatcsatornak alakulnak ki, amelyekben a célfehérjék a kristdlyosodas folyaman
elhelyezkedhetnek (5. abra) [9]. Az ANXA2 ezen eldnyods tulajdonsaganak kihasznalasa céljabol
terveztink két fuzidos segédfehérje rendszert (5. abra). Az egyik konstrukcid (ANXA223-339)
tartalmazza az ANXA2 N-termindlisdnak egy részét, amely visszakoétédik a globularis C-
terminadlis doménra és ezzel stabilizalva azt, igy elOsegitve a kristalyképz6dést. A szerkezeti
plaszticitasa miatt ez a kblcsénhatas esetenként megszlinhet, aminek hatasara kialakulhat egy
hosszU, rendezetlen linker a célfehérje és az ANXA2 kozott, ami viszont nagyban gatolhatja a
kristalyképz6dést. A masik konstrukcié (ANXA22°-339) nem tartalmazza az ANXA2 N-terminalis
szakaszat, ezzel kizarva ezt a lehetGséget. A két konstrukcidt vegyesen hasznalva szamos S100-
kblcsbnhatas (6. abra) és PDZ-domén, illetve -kolcsOnhatas [105, 106] atomi felbontasu
szerkezetét ismerhettiik meg. Az altalunk végzett munka mellett reményeink szerint az ANXA2
segédfehérje rendszer szélesebb korben is hasznalhatdé lesz mas szerkezeti bioldgiai
kutatasoknal is.

ANXA2 kristaly
Célfehérjével

A ANXA2 kristaly ANXA2 kristaly B anxaA2 kristaly
Célfehérjével

ANXA2
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5. abra. Az ANXA2-kristaly szerkezete és az ANXA2-hoz torténé fuzios lehetéségek [9]. Az ANXA2
kristalypakolddasanak (A) sematikus és (B) szerkezeti abrazolasa célfehérje nélkil és célfehérjével. Az ANXA2 fuzié
lehetéségei (C) hosszabb és (D) révidebb O6sszekét6 szakasszal. A hosszabb szakasz az ANXA2-t stabilizald
kélcsbénhatdsokat is tartalmaz (piros vonalak), viszont ezen kélcsénhatésok megsziinése esetén a linker hossza
zavarhatja a fehérjekristaly képzodését. (E) Az S100 fehérjék esetében hasznalt konstrukcié sematikus dbrézoldsa. Az
5100 monomerek is dssze lettek kapcsolva (szaggatott vonal), hogy konstrukcionként egy ANXA2 legyen csak jelen.
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Ami az S100 fehérjéket illeti, f6 célunk az volt, hogy a megismert kdlcsénhatasi halozat legtdbb
elemérdl kapjunk 3D-s szerkezetet, de er6sen fékuszaltunk a specifikus kdlcsénhatasokra. Az
eddigi eredményekbdl az latszik, hogy a nagy affinitasu kotédések esetében a partner nemcsak
az S100 fehérjék Ca?*-indukalt kanonikus koét6zsebeivel 1ép kdlcsonhatasba, hanem a koztes, a
két monomer hataran Iévoé felszinnel is. Ilyen tipusu k6t6dés figyelheté meg az NM2A - S100A4,
a p53 - S100P és a FOP - S100P komplexeknél, melyek disszociacids alland6 (K,) értékei nM-
osak, vagy még erGsebbek. Vellik szembe allithatd a p53 - S100A4 és az ANXA2 - S100A4
kélcsdnhatasok, melyek K, értékei uM felettiek, igy kisebb affinitasu kélcsénhatasokrol van sz6.
Esetikben a partnerek szinte csak a kanonikus koét6zsebekkel 1épnek kdlcsdnhatasba és csak
tranziens interakcidkat alakitanak ki a koztes részeken. Sajnos olyan mas nagy affinitasa
kolcsénhatasokrol nem sikerilt adatokat szerezniink, mint a FOP - S100A6, FOR20 - S100A6,
NM2A - S100A1 és az NM2A - S100A2, melyek ismerete tovabb erbsithette volna feltevésiinket.
Tovabbi izgalmas kdlcsénhatasok megismerése is varat magara, mint az NM2B - S100A4, mely
az NM2A paraléghoz képes tébb nagysagrenddel gyengébb koélcsdnhatés. Erdekes lenne latni a
két NM2 paralog kot6édésének kilonbségeit. Ha esetlikben is beigazolédna, hogy az NM2B nem
hasznalja az S100A4 koztes hélixeit, akkor az egy tdmadasi lehet6ség lehet egy csak NM2A
kblcsbnhatast célzo inhibitor fejlesztésére. Ugyanez igaz a p53 esetében is, amely gyenge
kblcsonhatasokat alakit még ki az S100A6-tal és az S100A2-vel is, melyek feltételezéseink
szerint a p53 - S100A4 kolcsbnhatashoz hasonlithatnak, ezzel eltérve a p53 - S100P
komplextdl, ami szintén egy specifikus, a kélcsonhatast célzé inhibitor fejlesztési lehetdséget
adna. A sort tovabb lehetne folytatni a FOP, illetve FOR20 altal kialakitott kélcs6nhatasok jobb
megismerésével, hasonld céllal.

6. dbra. Az ANXA2 felhasznalasa kiilonb6z6 S100 fehérjekomplexek szerkezeteinek megoldasahoz. (A) A p53
- 5100A4 (PDB kdd: 6T58), (B) egy affinitas névelt NM2A peptid - S100A4 (mégq publikalatlan szerkezet), (C) az ANXA2
- 5100A4 (PDB kéd: 5LPU), (D) FOP - S100P (még publikalatlan szerkezet) es (E) a p53 - S100P (PDB kéd: 7NMI)
komplexek atomi felbontasu szerkezetei. Narancssargaval a kélcsénhaté partnerek, tirkizként az S100 fehérjék mig
szirkével az ANXAZ2 lathaté. Az ANXA2 a (C) abran mint kélcsénhato partner szerepel, mig a tébbi abran kristalyosito
segédfehérjeként.

Lathatd, hogy még sok kdlcsdnhatas nem ismert a kiterjedt S100 kolcsénhatasi halézatbdl, de

munkank elkezdte feltérképezni az S100 komplexek kozotti apro klilonbségeket, melyeket a
jovében remélhetbleg ki is aknazhatunk.
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Osszegzés

Az S100 csalad tobb tagja is igen igéretes jové el6tt all mind diagnosztikai, mind pedig terapias
szempontbdl. El6bbi esetében nem is csupan altaldnosabb jellegli patoldgias allapotok
felmérésében - mint példaul a megnovekedett attétképz6dés - jatszhatnak még nagyobb
szerepet a jov6ben, hanem az adott szerven bellli specifikusabb raktipusok megallapitasanal,
de akar az egyes raktipusokon belll az adott stadiumok azonositasanal is. Utébbi esetében,
mivel a csaldad tagjaihoz kothet6 patologias esetek tobbségében az S100 fehérjék
mennyiségének novekedése figyelhetd meg, amely nem kivant kélcsonhatdsokat eredményez,
azok klilonb6z6 maddokon és sikerességgel visszafordithatok vagy megallithatdk. Bar tébb S100
fehérje esetében is rendelkeziink konkrét molekuldkkal, amelyek eddigi ismereteink szerint
megoldast jelenthetnének az adott fehérje altal okozott patoldgids allapot megsziintetésében
vagy enyhitésében, ezeket nem mondhatjuk még kell6en specifikusnak és jelenleg még nem
lathatd, hogy milyen mas S100 fehérjék fizioldgias funkcidit kapcsoljak ki egyidében. Arrdl nem
is beszélve, hogy az egyes S100 fehérjék nem feltétlen csak parhuzamosan, de akar egymassal
szinergisztikusan is hathatnak az adott patoldgias allapotra. Emiatt a csalad tagjait egységesen
kell vizsgdlnunk és nem szabad kovetkeztetéseket levonnunk egy-egy tag izolalt
mechanizmusanak megismerésébdl. Munkank soran ezt tartva szem el6tt probaltuk minél
jobban kiszélesiteni az S100 fehérjecsaladdal kapcsolatos ismereteinket.

Mindezek alapjan a fehérjecsalad teranosztikai lehet6ségeit firtatva, véleményem szerint inkabb
a diagnosztika iranyaba mutatnak jobb tendencidk a jovdbeli alkalmazasokat illetéen.
Hozzateszem, ezen a vonalon mi is fejlesztettlink egy, a jelenleg kaphaté S100A4 kimutatasara
alkalmas teszteknél specifikusabb és egyszeriibben alkalmazhatd ELISA-alapu eljarast. Ezek az
eredmények jelenleg publikalas el6tt alinak, de reményeink szerint felhasznaljak majd a jovében
az S100A4 kimutatasakor, amikor annak mennyiségi vizsgalata mar szélesebb kérben is a
diagnosztika részévé valik.
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Szovetmodellek jelentosége a preklinikai vizsgalatokban

A kilonb6z6 onkoldgiai, fert6zéses, autoimmun megbetegedések elleni terapids szerek
(gydégyszerek, gyogyszerhordozok, képalkotd eljarasokban alkalmazhaté vegyiletek, stb.)
fejlesztése az orvosbioldgiai kutatasok egyik legfontosabb és rendkivil idéigényes teriilete.

KLINIKAI FAZISOK

IN siLICO IN VITRO/EX VIVO IN VIVO . e
MODELLEKV v x X

2D SEJTKULTURAK 3D RENDSZEREK P

' o e s

| ORGAN/BODY-ON-CHIP
: a ,w 2} MODELLEK
7N "

TRANSZWELL SZFEROID
SZOVETI GAT MODELL SZOVET MODELL

PREKLINIKAI FAZIS

HUMAN FIZIOLOGIAI RELEVANCIA
KOMPLEXITAS, INFRASTUKTURA IGENY, KOLTSEG

FELSKALAZHATOSAG

1. abra. Preklinikai és klinikai vizsgalati fazisokban leggyakrabban szerepl6 in silico, in vitro/ex vivo, in vivo
kisérleti platformok. A preklinikai vizsgalatok egy terapias szer jel6lt biztonsdagossagdnak és hatékonysaganak in silico
(szamitdgépes), in vitro (sejtalapd, mikrofizioldgiai rendszerek, 3D transzwell, szferoid és organoid rendszerek), és allati
modelleken térténé tesztelését jelentik, amely tesztek a Klinikai vizsgalati szakasza elBtt torténnek. A jelenlegi ajanlasok
szerint ezen vizsgdlatok sordn nagy hangsulyt kell fektessiink a mesterséges mikroszévet platformokra (transzwell
rendszerek, szferoidok, organoidok, mikrofluidikai organ/body-on-a-chip rendszerek). Ezek a rendszerek egyszerisitett
human szovetspeCIﬁkus funkcionalitast és/vagy széveti szerkezetet mimikalé kdrnyezetet biztositanak, amely
sajatsagok a 2D sejtkulturdkban nem modellezhetéek. A szferoid és organoid mesterséges mikroszévetek nagyobb
mértékl skalazhatdsagot tesznek lehetévé, mint az in vivo modellek. Az abra a kévetkezé forrasok alapjan készilt: [1,
11-13] (Biorender.com).

A terapias szer jeldltek fejlesztésének kezdeti szakaszaban kulcsfontossaguak a preklinikai
vizsgalatok: in silico és in vitro elemzések, valamint allatkisérletek. Ezek a preklinikai elemzések
a human terdpias alkalmassag vizsgalata soran ravilagithatnak olyan lehetséges klinikai
kockazatokra mint a toxicitas, vagy a nem megfeleld szelektivitas. A preklinikai fejlesztés
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kés6bbi szakaszaban farmakokinetikai, biodisztriblicios és biohasznosulasi vizsgalatokat
végeznek.

Sajnos szamos esetben a preklinikai vizsgalatokon igéretesnek bizonyult jeldltek nem valtjak be
a hozzajuk fliz6tt reményeket a fejlesztési folyamat késobbi, klinikai fazisaiban. Kiderllt, hogy
egyes allatmodellek preklinikai zsakutcat jelentenek. Emiatt, valamint allatvédelmi
megfontolasok miatt a preklinikai vizsgalati platformok fejlesztését mind az eurdpai (European
Medicines Agency - EMA), mind az amerikai (U.S. Food and Drug Administration - FDA)
gyégyszerligyi hatdésdg surgeti (https://www.congress.gov/bill/117th-congress/senate-bill/
5002; [1]). Modernizaciés céljaik kozott szerepel az allatkisérletek szamanak csOkkentése és
azok in vitro vagy ex vivo alternativainak kidolgozasa (1. &bra). Az allatkisérletek
helyettesitésének egy kézenfekvé moddja a human fizioldgidt jobban modellezd preklinikai
platformok fejlesztése. Az Uj lehet6ségek kozUll igéretesek a human sejteket alkalmazé harom
dimenziés (3D) szovettenyésztési technikdk, amelyek megfeleld automatizalassal
felskalazhatdak: nagyszamu parhuzamos vizsgalatot tehetnek lehet6vé.

MATRIX ALAPU TECHNIKAK MATRIX NELKULI STATIKUS ES ARAMLASOS KULTURAK

2. dbra. Szferoidok elballitasara alkalmazhaté modszerek. Matrix alapd technikak: (A) decellularizalt matrix: ECM
sejtek eltavolitasat kovetben, (B) nanorészecske alapt matrix rendszer, (C) hidrogél (alginat, agardz, fibrin, hialuronsav,
kollagén, zselatin, valamint szmtet/kus polipeptidek: pol/et//en glikol, pluronlc, akrilamid) matrixok, (D) F/brozus matrlx
(E) Kilénb6z8 techno/oglakat hasznalé (biotintasugaras, extruzids, lézeres, sztereolitograf) b/onyomtato Matrix- ne/ku//
statikus és dramldsi aggregacids technikak: (F) fiiggbcsepp (hang/ng drop) méddszer, (G) alacsony sejtadhezms
sajatsagu, vagy repellens agenssel kezelt lemezek, (H) agar vagy agardz ontétt mikrolemézek (micromolding), (I)
centr/fuga/as kilénboz8 tenyeszté csGvekben, (J) aggregacio sebességet nével6 magneses, vagy akusztikus modszerek,
(K) keveréses tenyészetek (spinner flask), (L) bioreaktorok, 6nmagukban és kombinalva matrix alapu rendszerekke/
(M) mikrofluidika rendszerek. Az abra a kovetkezs forrasok a/apJan készilt: [11, 12, 16-21] (Biorender.com).

Az itt réviden bemutatasra kertl6 ,Szoveti modellek Laboratérium” munkatarsaiként el6zetes
eredményeinkre alapozva [2-10], a preklinikai vizsgalati rendszerekre vonatkozd legujabb
ajanlasoknak megfeleléen transwell- és szferoid alapu, automatizalt kisérleti rendszereket
fejlesztink. Kulénb6z6 human szévetmodell kérnyezetben tovabbi preklinikiai vizsgalatokban
alkalmazhaté gyogyszer- és gyogyszerhordozd jeldlteket vizsgalunk.
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Haromdimenzids in vitro kultarak - szferoidok

A korai preklinikai vizsgalatok soran els6 sz{ir6ként nagyon gyakran alkalmaznak kétdimenzids
(2D) sejtrétegeket, Un. monorétegeket. Egyszerliséglikb6l kovetkezéen kdénnyen
parhuzamosithatd, felskalazhatd kisérleteket tesznek lehetévé. Ugyanakkor hatranyuk, hogy a
mechanikailag merev, nem folyadékateresztd tenyésztéfelllet (aljzat) jelentésen megvaltoztatja
tobbek kozott a sejt-aljzat és sejt-sejt adhézid, sejtvaz szervezddés, sejtosztddas, az apikalis-
bazalis sejtpolaritds, valamint a transzcellularis transzport mechanizmusait [14, 15]. A 2D
rendszer megszoritasai nem teszik lehetévé a terdpids szerek szOveten bellli terjedésének,
térbeli eloszlasanak, vagy szervezeten bellli Gtjanak modellezését.

A legegyszer(ibb térbeli széveti szervez6dést modellezd kultirdk a szferoidok. Ezek normal, vagy
szervezOdés tobb aspektusat képesek modellezni. A sejtek térbeli rendezédése a heterogén sejt
morfoldgiak, és metabolikus aktivitds megorzését teszi lehetévé, a szoveti sejtekre jellemz6
sejtvaz, sejtpolaritas, valamint sejt-sejt adhézids struktirak kialakulasa mellett.

A szferodiok el6allitdsara szamos moddszert javasolnak (2. abra). A matrixban novesztett
szferoidok el6allitdsa soran hasznalt természetes, szintetikus vagy félszintetikus eredetl
hidrogélek a szovet extracellularis matrix (ECM) vazat modellezik, lehetévé téve a sejtek 3D
novekedését egy térhalon belll. A sejtszuszpenzid és a matrix adagolasat gyakran bionyomtatok
végzik. Altaldban a kiinduldsi sejtszuszpenziobdl igy kisebb, heterogén méreteloszlasl
»~aggregatum klénok” alakulnak ki a térhald kiilonb6z6 pontjaiban.

A matrix nélkali mdédszerek esetében a sejteket ECM fehérjék, vagy természetes eredetl és
szintetikus polimerek hozzaadasa nélkil ,nem-adheziv” felliletekre helyezik. A sejt-aljzat
adhézido hianya bizonyos sejttipusok esetében elGsegiti a sejtek egymashoz vald tapadasat. A
sejt-aljzat adhézié gatlasat specialis bevonatokkal (pl. poly-HEMA, agardz), fligg6cseppekben
vagy kevert bioreaktorokban torténd tenyésztéssel lehet elérni. Ezekben a rendszerekben a
kezd6 sejtszam alkalmas megvalasztasaval jél szabalyozhato a kialakulé aggregatumok mérete.
A lassU sejtaggregacio felgyorsithatd kilonb6z6 centrifugdlis, magneses, vagy akusztikus
technikak alkalmazasaval [11, 12, 16-21].

Szoveti hatarréteg — barrier - modellek

Ahhoz, hogy a terapias szerek kifejthessék hatasukat, at kell jutniuk a szervezet kulénb6z6
védo- (barrier) rétegein, példaul az erek bels6 falat borité endotél sejtrétegen, valamint a
szerveket fedd epitéliumon. Ezekben a rétegekben a sejtek kozotti paracellularis utat a sejtek
membranjaban taldlhatd szoros sejtkapcsolatok (tight junction) zarjak le. A szoros
sejtkapcsolatoknak tobbféle szerepe van. Egyrészt hozzajarulnak a sejtréteg mechanikai
stabilitdsahoz, masrészt a sejtmembrant is két részre, apikalis és bazalis félre osztjak,
megakadalyozva a membranfehérjék szabad mozgasat. Ez a sejtpolarizacié teszi lehetévé a
bazalis és apikdlis membranok eltér6 biokémiai tulajdonsagait, és igy az iranyitott
transzcellularis anyagaramlast. A szoros sejtkapcsolatok diffuzidés gatként is miikédnek, amely
az epitélium tipusatdl fliggbéen korlatozza a nagyobb vizoldékony molekuldk és ionok
paracellularis Utjat, ezzel elektromos szigetels réteget is képezve [22].

-7
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befolyasoljak a barrierrétegek molekulaspecifikus transzport tulajdonsagai. A gydgyszer-
fejlesztés preklinikai szakaszaban nemcsak a hatdéanyag célszbvetre gyakorolt hatasanak
vizsgalata sziikséges, hanem olyan modellek kidolgozasa és alkalmazasa is, amelyek lehetévé
teszik a hatéanyag célszovetet védd bioldgiai barrieren torténd atjutasanak tanulmanyozasat.

Az in vitro modellek megbizhatd, koltséghatékony és felskalazhatd (high-throughput) megoldast
kindlnak a lehetséges hatdanyagok szlirésére a fejlesztés korai szakaszaban, csokkentve, és
bizonyos esetekben helyettesitve a bonyolultabb és dragabb allatkisérleteket [23-26]. Az in vitro
barrier modellek egyik leggyakrabban alkalmazott tipusa a transwell kamra. Ebben a kamraban
egy folyadékateresztd membranra epitél sejteket Ultetnek, amelyek megfelel6 érési folyamat
utan biologiai barriert képeznek, igy a transwell kamra belsé apikalis folyadékterét a kiils6
bazolateralis folyadéktértél elkilonitik. A transwell tenyészetek fenntartasahoz és hatdéanyagok
teszteléséhez ugy kell lecserélni az apikalis vagy bazalis folyadéktérben lév6 tapfolyadékot, hogy
a sejtréteg ne sériljon. Ehhez a pipettak preciz pozicionaldsa sziikséges, ami megneheziti nagy
szamu parhuzamos tenyészet egyidejl fenntartasat.

Az in vitro barrier modellek minGségét alapvetden az alkalmazott sejtréteg integritdsa hatarozza
meg. Elengedhetetlen egy olyan kisérleti modszer kidolgozasa, amely lehet6vé teszi ennek az
idében valtozd tulajdonsagnak a folyamatos nyomon kévetését. A transzepitelidlis elektromos
ellendllas (TEER) mérése az iondramlas vizsgalataval, a modellrendszer sériilése nélkil, nem
invaziv modon biztosit informacidt a barrier sejtréteg zarodasarol. A TEER értékek nagysaga és
azok id6beli alakulasa egyedileg jellemzi az egyes sejtvonalakat. Ezek az értékek tehat segitenek
meghatarozni, mikor éri el a barrier réteg a szlkséges érettséget, és igy mikor lehetséges a
transzport kisérletek elvégzése [9, 27].

~Szoveti modellek Laboratérium” legtjabb kutatasi és fejlesztési iranyai
Automatizalt in vitro médszerek

Bioldgiai kisérletek soran gyakran szikséges folyadékmintak, sejtszuszpenziok, kisérleti
reagensek és sejttenyészetek reprodukalhatd és gyors kezelése. Nagyszamu parhuzamos minta
manualis létrehozasa és jellemzése repetitiv, monoton, hosszu idejd koncentraciét igényld,
megterhelé munka. Ennek a problémanak a megoldasara a kutatocsoportunk, részben a Biophys
Concepts KFT keretei kdzott, tébbféle folyadékkezel6 és TEER mér6 automatat fejlesztett ki.

Szferoid szoveti modellek

A BioPhys Concepts Kft. (biophys-concepts.com) altal kifejlesztett SpheroMaker rendszer
konfiguralasatol fliggden 3D sejttenyészetek fliggécseppekben torténd létrehozasara és
fenntartasara, valamint elére programozhato steril laboratériumi folyadékadagolasra alkalmas.
A rendszer el6re elkészitett sejtszuszpenzidbdl egy 96 kutas (96-well) sejttenyésztdlemez belsd

Y

tipustol fligg6en - szferoidokat képeznek, melyek mérete jol kontrolldlhatd a sejtszuszpenzid
gondos reszuszpendaldasanak és az injektalt térfogat preciz beadllitasanak koszénhetben. A
parhuzamos sejttenyészetek igy kozel azonos id6épontban (15 percen belll) és pontosan
meghatarozott sejtslirliséggel hozhatdk létre. A rendszerrel lehetséges a hosszu idejl
tenyésztés soran a fliggé cseppkulturat alkoté tapfolyadék részleges cseréje, valamint kisérleti
hatéanyagok hozzadadasa. A szferoidok kialakulasa és fejlddése nyomon koévethetd a
fliggbcseppekben egy kis fényerejli (4x) objektivvel felszerelt inverz mikroszkdp segitségével. A
szferoidokat a fligg6 cseppkultiraban torténd névesztés befejezésekor a sejttenyésztd lemez U-
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alju kutjaiba juttajuk a folyadékadagolo robot segitségével. Az igy elkllonitett szferoidok ezutan
tovabbi egyedi vizsgalatoknak és kezeléseknek vethetdk ala (3. abra).

320 340 360 380 400 420 440 460
Effective diameter [um]

3. abra. Automatizalt fiiggécsepp szferoid tenyészté rendszer. (A) A fiiggbcseppeket 96 kutas tenyésztélemezbe
helyezett cseppképz8 betetek tartjak. (B) A sejtszuszpenziot és a tenyésztéfolyadékot a SpheroMaker robot kezeli és
osztja szet a tenyeésztélemezen. (C) Fuggbcseppekben egy nap alatt létrejott HEK (human embrionalis vesesejt)
szferoidok, a tenyésztblemez U alju kutjaiban tortént sszegydljtés utan. (D) A HEK szferoidok atmérdinek eloszlasa, a
mikroszkdpos képekbdl meghatarozva.

Eddigi vizsgalatainkban - a rendszer tesztelése soran kilonb6z6 sejtvonalakbdl (epidermoid
karcinbma, vese karcindma, mesothelioma, immortalizalt neuroepitélium) alakitottunk ki
szferoidokat, melyeket t6bb napon at tartottunk fliggécseppekben, sziikség szerint részleges
tapcserék automatizalt elvégzésével. A szferoidok meéreteloszlasanak jellemzésére meg-
hataroztuk az effektiv atmérd6jiuket, azaz annak a kérnek az atméréjét, amelynek a terllete
ugyanakkora, mint a szferoid képének terlilete. A tesztkisérletek soran 4000 sejtet adagoltunk
az egyes cseppekbe. A kialakuldé szferoidok atmeérdi meglehetésen stabilnak bizonyultak,
sejtvonalra jellemzéen: 399+14 pm (epidermoid karcindma, 3 nap), 404+£33 um (vese
karcindbma, 3 nap) illetve 536+33 um (mesothelioma, 5 nap) effektiv atmérét mérttink, minden
esetben 10% alatti szérassal.

Transwell alapu barrier modellek

Laboratériumunk kifejlesztett egy TEER méréseket és barrier tenyészetek folyadékcseréjét
automatikusan végrehajté robotot, valamint egy transzport méréseket automatizald
mintaadagolé és -gyljté rendszer prototipust. A rendszer komponensei kulon-kilon
programozhatdak.

Ezek az automata rendszerek 12 kutas (12 well) tenyészt6lemezekben elhelyezett transwell

sejttenyészeteket kezelnek. A TEER értékét egy 4 pontos ,chopstick” elektréda segitségével
hatdrozza meg. A tapcserék soran az apikalis illetve bazalis térfogatokat két forgathatd, adott
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sz6gben beallithatd injekcids tl éri el. Ezeket egy delta robot mozgatja és az adagold tik egy
alkalmas, folyadékadagolast biztositdé pumparendszerhez kapcsolédnak. Az igy fenntartott és
érési folyamataban nyomon kovetett barrier tenyészeteken automatizalt transzport méréseket
végzink.
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4. abra. Automatizalt szoveti barrier transzport méré rendszer. (A) A szdveti barrier tenyészetek tapcseréit és
érési folyamatanak TEER mérésekkel térténé nyomon kévetését végzo robot. (B) A transzportmérés folyadékcseréit
végz6 millifluidikai adagoldegység. (C) A barrier tenyészetek egy szovettenyésztd inkubator belsejében egy razégépen
helyezkednek el. Az apikalis és bazolateralis folyadéktérfogatok adagolasat és cseréjét egy, a millifluidikai
adagoléegységhez kapcsolddé szeleprendszer végzi. A folyadéktérfogatokat a tenyésztdlemez tetejébe épitett,
megfelelden pozicionalt injekcids tlk érik el. (D) A dihidrobenzofuran tipusi antimikrobialis vegyiilet transzport
kinetikajanak kisérleti meghatdrozasa transwell rendszerben. Az apikalis és bazolaterdlis folyadékteret elvdlaszto
sejtréteg barrier szerepe az atjutott maximalis hatéanyag koncentracio késleltetésében nyilvanul meg. (E) A mérési
adatokbdl kiszamoltuk a barrier rétegekre jellemz8 koncentracié kiilénbség -- fluxus dsszefiiggést. Az ezekre illesztett
egyenesek jellemzik a diffuziv dtereszt6képességét illetve a sejtek hatéanyagot lebonté aktivitasat.

A transzport mérések soran a mintaadagolo és gyUjté millifluidikai rendszer hatéanyagot adagol
az apikalis kompartmentbe, sorozatos mintavételt végez a bazolateralis kompartmentbdl. Az
egyes transzport méréseket kovetden ismételt TEER mérésekkel szamszer(sitjik a
hatdéanyagjel6lt barrier rétegre kifejtett akut, vagy hosszU tavu citoxikus hatasat. A
mintaadagoléd és -gyljté rendszert az apolaris dihidrobenzofuran tipusd antimikrobidlis
modellvegyllet [28] segitségével teszteltik.

A transzportmérések soran 6sszegyUjtott mintdkban a vegyilet koncentraciéjat abszorpcios
spektroszkopidval hataroztuk meg. A VERO E6 barrier sejtrétegeken és a szérum fehérjékkel
telitett membranokon mért id6fliggé koncentracio profilokat 6sszehasonlitva, a sejtek barrier
szerepére egyrészt a koncentraciéprofil maximumanak idébeli eltoléddsa, masrészt a transzport
kinetika lassabb lecsengése utal (4 abra). A kisérleti koncentracioprofilokra egy altalunk
kidolgozott elméleti modellszimulacié illeszthet6. Az illesztett paraméterek alapjan a
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sejtrétegben egy nagysagrenddel kisebb a hatdanyag diffazids allanddja, mint a médiumban. A
matematikai modell a hatéanyag sejtmembranra vonatkozd affinitasara (K~ 700), valamint a
hatdanyag sejtréteg altali metabolizdlasanak mértékére (0.15 nM/h) is becslést ad. Az adatokbdl
szamolhatdé a barrier rétegen athaladé hatéanyag fluxusa a barrier két oldalan mérhet6
koncentracioklilonbség fliggvényében. A két mennyiség a szérumfehérjékkel telitett membran
esetén aranyos egymassal, mig a sejtek esetén az egyenes aranyossagot korrigalni kell a sejtek
altal metabolizalt anyagmennyiséggel, ami a negativ fluxushoz tartoz6 tengelymetszetet okozza.
A barrier réteg esetén az illesztett egyenes kisebb meredeksége a sejtek diffuzids akadaly
szerepére utal [9].
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Biologiai mechanizmusok mélyrehato
elemzése az ujgeneracios interaktomika
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Osszefoglalo

Az interaktomika célja a sejtek szévevényes
kolcsbnhatasi  haléjanak feltarasa, hogy
ezaltal fényt derithessiink alapvetd b|olog|a|
mechanizmusokra. A hagyomanyos interak-
tomikai moédszerek azonban csak kvalitativ
betekintést nyljtanak a sejtes halézatokba,
mivel nem képesek meghatarozni a
modellezéshez sziikséges biofizikai para-
métereket. Az Ujgeneracios interaktomika
ma mar példatlan pontossaggal képes
meghatarozni ezeket a parametereket, és
segitségikkel feltarhatbak a  komplex
bioldgiai folyamatok kritikus komponensei.
Jelen munkaban bemutatjuk a klasszikus
modszerek korlatait és 6sszehasonlitjuk az
elmalt  években megjelent innovativ
technikakat, melyek a korabbi kihivasokat
hivatottak lekizdeni. Részletezziik tovabba
legujabb, nagy ateresztéképességl biofizikai
modszereinket, amelyek mind az Uugy-
nevezett ho/dup technikan alapulnak, es

amelyek lehetévé teszik a biofizikai
paraméterek kvantitativ térképezését akar a
teljes proteomon. Példakkal illusztralva

megmutatjuk, hogyan hasznalhatéak ezek a
technikak kilonféle kulcsfontossagu bioldgiai
kérdések megvalaszolasara, mint a bioldgiai
halézatok architektdrajanak feltarasa és a
betegségekhez kotheté haldézati  elemek
azonositasa. Ugy véljik, hogy ezek az U(j
eszk6zok hamarosan lehetévé fogjak tenni a
biolégiai rendszerek pontos modellezését,
mélyebb betekintést engedve seJtes
mechanizmusokba.

Kulcsszavak: interaktomika, haldzatok,
kvantitativ, affinitas, betegség, holdup

Bevezetés

Illkirch, France

Molecular
mechanisms
interactomics

Interactomics aims to decipher our cells'
intricate web of interactions to shed light on
fundamental biological mechanisms. How-
ever, traditional interactomics approaches
provide mainly qualitative snapshots of
cellular functions failing to precisely capture
the biophysical parameters needed for
accurate interaction network modeling. New-
generation interactomics can now determine
these parameters with unprecedented
accuracy and can uncover critical factors in
complex biological processes. In this work,
we explore the Ilimitations of classical
methods and compare new strategies that
have emerged in the past years to overcome
these challenges. We present our recent
high-throughput biophysical interactomics
methods, based on the so-called holdup
technique, which enable the comprehensive
determination of quantitative parameters
across the proteome. Through examples, we
show how these techniques can answer key
biological questions, such as decoding the
fundamental architecture of biological
networks and identifying key components
linked to disease. We believe that these
revolutionary tools will soon allow the precise
modeling of biological systems, providing
deep insights into cellular mechanisms.

insight
with

into biological
new-generation

Key words: interactomics, networks, quan-
titative, affinities, disease, holdup

A sejtjeinkben zajl6 folyamatokat a jelenlévd molekuldk nem-kovalens, atmeneti kélcsonhatasai
iranyitjak. Ahhoz, hogy megértsiik hogyan m(ikédik egy sejt, minél pontosabb képet kell

kapnunk ezen molekuldk koélcsénhatasi haldzatardl.

A molekuldk kolcsdnhatasait nagyskalan

vizsgald tudomanyterilet az interaktomika. Noha a klasszikus interaktomika mar tébb tizezer
interakcid jelenlétét sikeresen feltarta, véleménylink szerint nem alkalmas nagyfelbontasu és

reprodukalhaté adatot szolgaltatni
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sejtjeink mikoddésének megbizhatdé modellezéséhez.
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Osszehasonlitva a jelenlegi klasszikus interaktomikai adatbazisokat, azokban minddssze 25%
atfedést talalunk a mar leirt interakcidk kozott [1]. Ebben az 6sszefoglald cikkben részletezziik,
hogy mik az okai ennek a kllonbségnek, és bemutatjuk, hogy az Gjgeneracios interaktomikai
technikdk, mint példaul az altalunk fejlesztett kilénféle G4n. holdup alapi mddszerek hogyan
képesek megoldast nyujtani a klasszikus interaktomika problémaira, és hogy milyen Uj
dimenzidkat nyithatnak ezek a kutatdk szamara a jovében.

Az interaktomika modszertara hosszu évtizedekig viszonylag valtozatlan maradt és a klasszikus
interaktomika |ényegében két f6 modszer tipusra épullt. Az els6é valdéban interaktomikai
modszerek a kettOs-hibrid tipusu rendszerek voltak, mint példaul az éleszt6 kettés-hibrid, ahol
a megfelel6 cimkékkel ellatott interakcids partnereket ugyanabban a sejtben fejezziik ki és az
interakcio létrejotte egy riporter gén expresszidjdhoz vezet [2]. A moddszer adaptdlhatéd
nagyméret(i kombinatorikus kényvtarakra is, lehetévé téve az interakcidk feltérképezését akar
a teljes fehérjekészleten (Un. proteom-szint(i vizsgalatok) [3]. A masik f6 mddszer tipus az
ugynevezett pulldown, avagy lehlzasos kisérletek [4]. A pulldown kisérletek Iényege, hogy egy
csali molekulat specifikusan kihorgonyzunk egy szilard hordozéra, ami altalaban egy valamilyen
madon funkcionalizalt agardz gyanta, majd mosasi |épéseket kovetben a csalival egyltt feldlsult
fehérjéket, azaz a prédakat, azonositjuk. A modszer legklasszikusabb képvisel6je az
immunoprecipitacio, amely soran egy antitesttel funkcionalizalt gyantat hasznalunk, hogy a
sejtkivonatbdl az antitest altal felismert fehérje kolcsénhatd partnereit azonositsuk. Mivel
minden egyes csali esetén kulon antitestre lenne szikség az immunoprecipitacid
kivitelezéséhez, ez a mddszer alkalmatlan proteom-szint(i interaktomikai munkakhoz. Ezt a
korlatot kiklszobdlvén fejlesztették ki az tomegspektrometria-kapcsolt affinitas tisztitast
(affinity purification, coupled to mass spectrometry, AP-MS), ahol a csalifehérjéket egy adott
cimkével ellatva fejeznek ki a sejtben és a prédakat tomegspektrometria segitségével
azonositjak, lehetévé téve a nagyskalas interaktomikai kisérletek elvégzését [5,6].

1. tablazat
Kisérlet Mit mér? Fébb limitdcio
P Fehérje parok kozti intrinzik |A fehérjék koncentracidja és a
kettds-hibrid it 5 i ; . -
kélcsonhatast kolcsdnhatasok detekcids hatara ismeretlen
Csali fehérjén keresztiil A mosasi lépések nagymértékben
pulldown kikot6do fehérjék befolyasoljak
mennyiségét a komplexek mennyiségét
Egylitt szeparalhaté Szamos tranziens komplex a ko-frakcionalas

ko-frakcionalas .. ] P s
fehérjekomplexeket azonosit |soran disszocial

Csali kérnyezetében
el6forduld fehérjéket
azonositja

Csalihoz kot6dé peptid
ligandumokat azonositja
Csali interakci6inak intrinzik
affinitasat

proximitas
jeldlés

Sok fehérjét partnerként azonosit, akik csak
hasonléan lokalizalédnak

fag-bemutatas Tisztitott csali fehérje szlikséges a méréshez

holdup Tisztitott csali fehérje sziikséges a méréshez

Mindkét mddszer ugyanolyan tipusu eredményre vezet, egy listat kapunk azokrdl a fehérjékrdl,
akik ,kotnek” egy bizonyos masik fehérjéhez, illetve jo esetben egy listat azokrdl a fehérjékrol
is, akik ,nem koétnek”, egy bizonyos detekcios kiiszobérték mellett. De mit is jelent az, hogy
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.KOt” vagy ,nem ko6t”? Noha a két modszer esetén ugyanazt a kifejezést alkalmazzuk az észlelt
interakciokra (A koti B-t, vagy A nem koti B-t), a két f6 interaktomikai moddszertipus
természetikben eltér6 eredményeket szolgaltat [7] (1-es tablazat). Egyrészt, mig a kett6s-
hibrid tipusua kisérletek csupan a direkt interakcidokat mutatjak ki, addig a pulldown tipusu
kisérletekkel olyan indirekt kdlcsonhatasok is detektalhatéak, amik egy harmadik félen keresztul
tudnak létrejonni. Masrészt, a két moddszer az interakcidk mas tulajdonsagait méri. A
makromolekulak interakcidi déntéen reverzibilisek, gyenge koétési allanddokkal és gyors kotési
kinetikaval rendelkeznek. Ennek kovetkezményeképpen a legtobb sejtes interakcid6 nem
sztéchiometrikus, hanem a toémeghatds torvénye hatarozza meg a létrejové komplexek
partnerek koncentracidja nagyjabdl allandd értéken van tartva, és a riporter gén expresszio attdl
flgg, hogy ebben a koncentracid tartomanyban létre tud-e jonni komplexképzddés. Ezaltal, ezek
a tipusu kisérletek leginkabb az interakcidk intrinzik tulajdonsagait vizsgaljak. Ilyen intrinzik, a
molekuldk természetébdl fakado tulajdonsag példaul az affinitdsuk egymassal szemben. Ezzel
szemben a pulldown kisérletek a komplexek mennyiségét probaljak meghatarozni, ami egy
extrinzik, azaz az intrinzik tulajdonsagok altal befolyasolt, de idében, térben és mas kilsé
paraméterek mellett valtozd tulajdonsdg. Eppen ebbdl a sajatsdgbdl is fakaddan a
tomegspektrometria-kapcsolt affinitas tisztitdas mdodszere kevésbé reprodukalhatd, nagyban filigg
az adott sejtkivonat tulajdonsagaitdl, valamint a mosasi |épések intenzitasatdl. Sajnos, altalaban
egyik modszer esetén sincs informacionk a detekcids kiszobértékrdl, mely folott az adott
interakciot létez6nek tekintjiuk (legyen akar szd affinitdas klszobértékrdl vagy a komplex

e 7.

nem képesek pontos képet adni ezekrdl a kulénféle interaktomikai tulajdonsagokrol.

Ujgeneracios interaktomikai médszerek

Az elmult évtizedekben szamos (j interaktomikai modszer latott napvilagot, melyek igyekeztek
orvosolni a klasszikus interaktomika fentebbi hidanyossagait. Ezek koézll négy olyan moddszert
emellink ki, amelyeket a leginkabb izgalmasnak tartunk, és amelyek hasznalata egyre szélesebb
kdrben terjed el a terileten.

A ko-frakcionalasi kisérletek sordn a sejtkivonatot egy elvalasztastechnikai eljarassal
frakcionaljuk, mint példaul ioncserével vagy gélfiltralassal, majd a kulonféle frakcidkat
tdmegspektrometria segitségével azonositjuk [8]. A mddszer elve, hogy az adott komplex
komponensei egyiitt szepardlédnak aranyosan a komplexek (extrinzik) koncentracidival. Példaul
A és B molekula tobb cslicsban jelenhet meg egy gélfiltracié soran, ahol az 6sszes komplex
cslicsban mind az A es B molekula is jelen van, ezaltal a fehérjék ellcios profiljai korreldlnak. A
maodszer f6 elénye, hogy egyetlen méréssorozat képes a teljes interaktomrdl egy globalis képet
adni, a f6 hatranya pedig, hogy a fehérjék ellcids profiljabdl nem trivialis az egyes direkt, vagy
akar indirekt interakciok azonositasa, illetve, hogy szamos ismert komplex nem marad stabil a
frakcionalas kortlményei kozott.

A pulldown-alapu médszerek egyik nagy hatranya, hogy soklépcs6s mosasi Iépések szlikségesek
ahhoz, hogy a hattér proteombdl kiemelkedjenek a tényleges partnerek. A fehérje-fehérje
interakciok gyors kotési kinetikdja miatt viszont ugyanezek a mosasi |épések drasztikusan
csOkkentik a kikotodott fehérjék mennyiségét, mivel a partnerek folyamatosan disszocialnak. Ezt
a kritikus problémat kiiszobolik ki a proximitas jelolési mddszerek (angolul Proximity Labeling
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Assays), mint a BioIlD vagy az APEX [9]. Ezeknél a mddszereknél a csalifehérjét egy olyan
enzimmel cimkézzik fel, ami a sejteken belil képes a kdzvetlen kdrnyezetében talalhatd tovabbi
fehérjéket kovalensen megjel6lni egy specifikus funkcidés csoporttal. Ez a funkcids csoport
rendszerint a biotin, vagy mas olyan molekula, amit lehetséges kvantitativan szeparalni
sejtkivonatokbdl a lassu disszociacios ratajanak és eros affinitasanak készénhetéen. A mddszer
f6 hatranya, hogy a legtobb azonositott partner nem direkten kot, csupan a csali fehérje
kérnyezetében volt talalhatd. Tovabba, mivel a jel6lési reakcid hosszl id6n keresztll zajlik, a
kapott szignal az id6 soran felgylleml6 molekuldk mennyiségével aranyos, ezért a proximitas
jeldléssel kapott interaktomok kvantitativ értelmezése nehézkes.

A holdup maédszer alapjai
1. Gyanta telitése a csalival: ~10 uM

Csali: fehérje, peptid, DNS, RNS,
kismolekula...

e o[] Préda: tisztitott fehérje, tisztitott
«?-ﬁ peptid, fehérje keverék, peptid
------- keverék, sejtkivonat...

as az egyensuly eléréséig:

15 perc—2 éra

4. Elvalasztas és kvantifikalas:

Elvalasztas: rovid centrifugélassal vagy
szliréssel

222,
 — - Kvantifikalas: barmilyen analitikai médszer
29 ,’ gél, kapillaris elektroforézis, fluoreszcencia,
= ®  tdmegspektrometria, dot blot, ELISA...
5. Affinitas kalkulacio
Bl=1- X K.= Ccsali - Ccsali * Bl
2 d BI

1. dbra. A holdup médszer alapjai. A holdup egy 8sszehasonlité kromatografias retencids eljards, mely a vizsgalt

reakcidpartnerek teljes és nem Kkététt koncentracidjat méri egyensulyi allapotban, melynek ardnya egyenstlyi
disszociaciés, allandova konvertalhatd. A mddszer ~alkalmazdsa soran valamilyen szilard gyantat kontroll es
csalimolekulakkal telitink, melyek lehetnek fehérjék, DNS, RNS, vagy akar kismolekula. Ezutdan ezt a gyantat
Osszekeverjik egy préda feherJet tartalmazd oldattal (fragmentom/kal holdup esetén ez tisztitott fehérje, mig nativ
holdup esetén ez sejtkivonat), majd inkubaljuk az egyensuly bealltaig. Ezutan gyorsan szeparaljuk a szildrd és folyadék
fazist, és valamilyen analitikai médszer segitségével szamszerisitjik a folyadék fazisban maradt potencialis préda
feher]eket A kontroll és csali-szaturdlt gyantaval kapott értékek Osszehasonlitasdval megkapjuk a kététt frakcid
értékeket (binding intensity, BI), melyeket az egyensulyi kétési egyenlettel kbtési allanddkka (K,) alakithatunk.

Konzervativ becslések szerint a fehérje-fehérje interakciok kdzel 80%-a motivumokon keresztul
torténik. Motivumoknak nevezziik azokat a rovid fehérje fragmenseket, amik rendezetlen
regidkban fordulnak el6 és képesek mas rendezett fehérjékkel, fehérjerészekkel kdlcsonhatni. A
motivum-alapu interakciék vizsgalatdban a fag-bemutatds (angolul phage display) egy
kiemelked6en fontos interaktomikai modszerré valt napjainkra [10]. Ezekben a kisérletekben
bakteriofagok felszinén mara lehetségessé valt olyan méretli peptidkonyvtarakat bemutatni,
amik képesek lefedni az 6sszes rendezetlen human fehérje régiot, egymassal atfedé 15-mer
szakaszokban. Ezeket a fag konyvtarakat egy hordozéra kikotott tisztitott csali fehérjével
O0sszekeverve tulajdonképpen egy pulldown Kkisérletet lehet Kkivitelezni, ami kvalitativan
azonositani tudja azokat a potencialis motivum szekvencidkat, amik a csali fehérjéhez kotédni
tudnak, tehat mérheto intrinzik affinitassal rendelkeznek.

Végul, az altalunk tovabbfejlesztett Un. holdup-alapi moddszerek megoldast jelenthetnek a
klasszikus interaktomika csaknem minden korabbi problémajara [11]. A holdup kisérletek
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nagymértékben hasonlitanak a pulldown kisérletekhez, mivel mindkét esetben egy szilard
hordozdra kikotott csali fehérjét keverlink 6ssze egy oldatbeli analit molekulaval vagy molekulak
halmazaval. Azonban a holdup esetén ennek a csali molekuldnak a mennyisége
nagysagrendekkel nagyobb, mint egy tipikus pulldown esetén, mely lehet6vé teszi gyenge
kblcsbnhatasok vizsgalatat is. Mivel a csali mennyisége a reakcidelegyben minden esetben
nagyobb, mint a préda molekulak ¢sszemennyisége, ezért nincs kompeticié az elérhetd csali
molekuldkért a prédak kozott, ezzel biztositva az interakcidk kvantitativ karakterizalasat. A
pulldown esetén hasznalatos mosasi |épések helyett, melyek rendszerint eltliintetik a tranziens
interakciokat, a holdup esetén azt mérjik, hogy a kotési egyensuly kézelében mekkora része
tlinik el az analit molekuldnak az oldatfazisbdl a kontroll kisérlethez képest, ahol nem volt
kikotve a csali molekulank a szilard hordozora (1. abra). A mosasi Iépések hianya és az utolso
|épésben az oldat- és szilardfazis gyors szeparacidéja miatt a kotési egyensuly mindvégig
megmarad, igy egy egyszer( kotési egyenletet hasznalva ez a mért relativ analit koncentracid
atalakithatd intrinzik egyensulyi kotési allandovéa a csali molekula koncentraciéjanak
ismeretében.

Kvantitativ interaktomikai térképezés holdup-alapi moédszerekkel

A holdup kisérleteket eredetileg Gilles Travé és munkatarsai irtdk le a 2000-es évek kozepén és
azota mar kozel egy tucat kézleményben hasznaltdk mar a mddszert valamilyen formaban. [11-
16, a teljesség igénye nélklil]. Kiemelendd, hogy a technika észszer(isége okan tobb helyen is
fuggetlenul kidolgoztak hasonlé alapokon nyugvé modszereket, mint példaul Martinek Tamas
fo tipusat érdemes bemutatni. A fragmens-alapu holdup kisérletek lehetévé teszik nagy
mennyiségl fehérje-peptid tipusu interakcid biofizikai tanulmanyozdsat. Ezekben a
kisérletekben biotinalt peptideket immobilizalunk sztreptavidin gyantan és ezt keverjik 6ssze
egy tisztitott fehérjét tartalmazdé oldattal, és a kotési egyensuly eléréséig inkubaljuk a
reakcidelegyet. Az inkubalast kovet6en egy gyors szlréssel elvalasztjuk az oldatfazist és a
kihasznalva kovetjik. Ezekkel a kisérletekkel, amik akar 384-es formatumu mikrolemezeken is
elvégezhetbek, akar napi tobb tizezer affinitds mérhetd mas biofizikai mddszerekhez hasonlatos
pontossaggal és precizitdssal [14]. A nativ holdup kisérlet ezzel szemben annyiban tér el, hogy
a gyantara kotott csalit nem egy tisztitott fehérjét tartalmazé analittal, hanem teljes
modszerekkel hatdrozzuk meg, mint példaul Western blottal vagy témegspektrometridval [15].
Ezzel a moddszerrel egyetlen kisérlet (reakcidcsd) elvégzésével tobb ezer latszolagos affinitas
mérést lehet egyidében végrehajtani (latszélagos, mivel a kotési mddot feltételeznilink kell),
raadasul az 6sszes analit fehérje teljes hosszlsagu és kozel nativ allapotu.

A holdup alapu moddszereknek két f6 elénye van a tobbi interaktomikai mddszerrel szemben.
Egyrészt, lehet6séget adnak a proteom-szint( biofizikai kotddési allanddék mérésére. Ahogy a
nevik is sugallja, ezek valdban intrinzik fizikai allanddk, ami drasztikus javulast eredményez a
reprodukalhatésagban a klasszikus interaktomikai moddszerekhez képest. Masrészt, mivel
nincsenek mosasi |épések a kisérletben, még a leginkabb tranziens, gyenge affinitasu
interakciok sem vesznek el, meghokkentéen mély interaktomikai betekintést engedve ezen
interakciok halézatdba. A molekularis interakciok biofizikai karakterizalasat leggyakrabban
draga, anyag és ml(iszerigényes modszerekkel lehet elvégezni, mint példaul kalorimetria vagy
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felszini plazmon rezonancia. Ezzel szemben, a holdup egyetlen pipetta és egy centrifuga
segitségével elvégezhetd, és az analitikai mddszer is szabadon valaszthatd. Ebbdl kévetkezben
a holdup alapu modszerek széles kérben hozzaférhetbek és reményeink szerint egy Uj korszakot
nyithatnak az interaktomikaban.

Betekintés bioldgiai mechanizmusokba a holdup segitségével

Mint korabban emlitettik, a holdup moddszereket mar szamos bioldgiai mechanizmus
vizsgalatara hasznaltak korabban. Itt szeretnénk bemutatni a legujabb és legizgalmasabb
eredményeinket, melyek olyan néz6pontbdl képesek betekintést nyujtani a halézatokba, ami
mas maddszerekkel jelenleg nem lehetséges.

A domén-motivum halézatok sajatossagainak megismerése a fragmentomikai holdup
segitségével

A PDZ (postsynaptic density-95, discs-large, zona occludens 1) domének egy népes, fehérje-
fehérje kolcsonhatast koordinald doméncsalad, melyek szamos jelatviteli folyamatban toltenek
be fontos szerepet, példaul a fehérje transzportban, polarizaciéban, a sejtek metabolizmusaban,
vagy éppen a sejt-sejt kommunikacidban. A human proteom 130 PDZ domént tartalmazé
fehérjébdl és az ezekben megtaldlhatd, dsszesen 266 PDZ doménbdl all, valamint kézel 5000
lehetséges PDZ ko6té motivumbol (PBM-bél), amelyek rendszerint a partner fehérjék extrém C-
terminusan helyezkednek el. Kutatdécsoportunk a fragmens alapl holdup maddszer
alkalmazasaval ebbdl a csaknem millids nagysagrendl affinitast magaban foglalé PDZ-PBM
domén-motivum interaktombdl kozel 65.000 affinitast hatarozott meg [14] (2. dbra). Noha, ez
csupan a teljes interaktom toredékét (~5%-at) fedi le, a motivumkonyvtarunkat ugy terveztik
meg Zeke Andras (HUN-REN TTK) segitségével, hogy az jo kozelitéssel lefedje bizonyos
motivumokat, valamint a rak kialakulasaban jelentds fehérjék motivumait. A kapott affinitdsokat
kézel 400 fluoreszcencia polarizacios (FP) méréssel Osszevetve igazoltuk, melyek kivalo
egyezést mutattak a holdup eredményeivel. Erdekességképp, a kordbban szakirodalomban
publikalt affinitdsokkal ellentétben, melyek normalis eloszlast kdvetnek, a mi altalunk mért
affinitdsok inkabb hatvanyfliggvény-eloszlast mutattak, ami ravilagit arra, hogy a nagy
szamukhoz képest a gyenge interakciok mennyire alulreprezentaltak a szakirodalomban, és
hogy valéjaban mennyire nagy szamu interakciot tartalmaz ez a halézat. Sikerillt tovabba
azonositanunk egy olyan alhaldézatot, mely leginkabb célpontja lehet a vizsgalt virusoknak a
kotési profilok hasonldésaga alapjan. Ez a nagyszamu mért affinitas azt is lehetévé teszi, hogy az
egyes PDZ domének szekvencia alapu specificitdsi térképeit (logdit) korrigaljuk a mért
affinitdsokkal, ezzel jobb betekintést engedve az egyes PDZ domének szekvencia
preferencidjaba. Osszefoglaldsként, ez a méréssorozat ravilagitott, hogy az eddig leirtakhoz
képest a domén-motivum interakcidk valdszin(ileg sokkal degenerdltabbak és redundansabbak,
mint azt korabban gondoltuk.

Az SH3 domén halozat szerepének feltarasa a centronuklearis miopatiaban

A centronuklearis miopatia egy ritka, a mozgast koordindld izmok gyengeségével és leépiilésével
jard orokletes vagy de novo mutaciok okozta betegség. Szamos kullonféle fehérje mutacidja
okozhatja, de leggyakrabban vagy a dynamin 2 (DNM2) vagy a Bridging Integrator 1 (BIN1)
fehérje mutacioja all a hattérben. Errdl a két fehérjérol ismert, hogy kodlcsénhatasba tudnak Iépni
egymassal a BIN1 fehérje SRC Homology 3 (SH3) doménjén keresztil, ami a DNM2 prolin-

BIOKEMIA 33



Tudomanyos cikk XLVIII. évfolyam 3. szam 2024. szeptember

gazdag régidjat célozza (PRR). Csakligy mint a PDZ domének, az SH3 domének is motivumokat
kotnek, amik ismerten prolin-gazdag, jellemz6en PxxP motivumok (PRM).
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2. dbra. A PDZ-PBM halézat vizsgdlata fragmentomikai holdup segitségével. (A) Affinitas térkép 266 emberi
PDZ domén és 448 PDZ k6t6 motivum kozétt. A méréseink soran kézel 65.000 affinitast hataroztunk meg, kéztiik viralis
fertézésben és rakban fontos elemek affinitasait, melyek a teljes human PDZ-PBM hdlézat ~5%-at fedi le. (B) A mért
értékek kivald egyezést mutattak mas mdédszérrel (fluoreszcencia polarizacié, FP) mért affinitas értékekkel. PCC:
Pearson korrelacios koefficiens. (C) A holdup mddszer szenzitivitasa miatt képes meghatarozni a halézatok alapvetd
sajatossagait. A PDZ-PBM haldzat affinitds értékeire korabban leirt normal eloszlas helyett hatvanyfiiggvény eloszlast
kaptunk. (A sziirke tartomany a méréseink detekcids hatarat jelli.) Adaptalva a 14-es referenciabol.

Kollégaink (Jocelyn Laporte és csoportja, IGBMC) és mas kutatok korabban azonositottak
néhany recessziven centronukledris miopatiat okozé BIN1 mutaciét, melyek az SH3 doménban
helyezkednek el és meggatoljak a DNM2 kotodését [18] (3. abra).

Elképzelésik szerint a BIN1-DNM2 interakcid kritikus az izomrostok sejtmembranjainak, mint
példaul T-tubulusainak formaldsaban és ennek az interakcidonak a hianya vezet a betegség
kialakulasahoz. Azonban szamos kérdés tovabbra is nyitott volt a betegség
patomechanizmusaval kapcsolatosan, hiszen az SH3 domének szintén rendkivil promiszkusak.
Hogy feltarjuk milyen mas - a betegség szempontjabol fontos - interakcidi lehetnek a BIN1-nek
a DNM2-n kivll, a nativ holdup segitségével meghataroztuk a BIN1 SH3 doménjének
interaktomjat [16]. Rendkivil nagyszamu, Osszesen 206 kot6partnert azonositottuk, amik
kozott a DNM2 a BIN1-nek valdban az egyik legnagyobb affinitdssal rendelkez6 partnerének
adodott, de rajta kivil szamos mas nagy affinitasu interakciot is azonositottunk. Raadasul, a
kotOpartnerek kozott olyan fehérjék is szerepeltek, melyeket mar korabban Osszefliggésbe
hoztak kulénféle miopatidkkal. Hogy pontosan meghatarozzuk ezekben a fehérjékben azokat a
régidkat, ahova az SH3 domén kozvetlenil kotédni tud, el6szor feltérképeztilk az Osszes
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lehetséges PxxP motivumot ezekben a fehérjékben (6sszesen 133 fehérjében volt 448 motivum
a partnerek kozil), majd megszintetizaltuk és fragmens alapu holduppal vizsgaltuk a kotésliket
a BIN1 SH3 doménjéhez.
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3. dbra. A kiilonféle holdup technikak alkalmaz&asa a centronuklearis miopatia patomechanizmusanak meg-
allapitasara. (A) A centronukledris miopatiaban fontos BIN1 SH3 doménjével végzett nativ holdup kisérlet eredménye,
mely meglehetésen sok partnerét azonositotta ennek a fehérjének. Ezek k6ziil kiemeltiik azokat, melyekrdl ismert, hogy
mas miopatiak kialakuldgsaban jelent8s szereppel rendelkeznek. (B) Ebben a doménben szamos ritka mutaciot
azonositottak, melyeknek jelent6sége ismeretlen a miopatia szempontjabdl. (C) A fragmentomikai holdup segitségével
- PxxP motivumkényvtarat haszndlva - feltartuk, melyek azok a mutaciok, melyek jelentésen mddositjak az SH3 domén
interaktomjat vagyis nagy valdszinliséggel centronuklearis miopatiat okoznak. Adaptalva a 16-os referenciabdl.

Osszesen 92 fehérjébdl szdrmazé 176 motivum esetén sikeriilt azonositanunk, hogy valéban
képesek kozvetlenul kotni a BIN1 SH3 doménjét. Tobb esetben a fehérjékben egyetlen
funkcionalis motivumot talaltunk, amely hasonlé affinitast mutatott a peptid-alapu kisérletben,
mint teljes hosszUsagu fehérjeként. Mas esetekben viszont tébb alacsony affinitdst mutaté
motivumot azonositottunk, és ilyenkor a teljes hosszUsagu fehérje affinitdsa Osszességében
joval nagyobbnak adddott, mint az egyes motivumok affinitdsa. Dosztanyi Zsuzsanna és Pajkos
Matyas (ELTE Biokémia tanszék) segitségével feltartuk, hogy azok a direkt moédon kotodo
partnerek, amikben funkcionalis motivumokat azonositottunk szignifikans dusulast mutatnak
sejtosztédashoz kapcsoldédd mechanizmusokban, amit tovabbi sejtes kisérletekkel igazoltunk,
egy Uj bioldgiai mechanizmust feltarva a betegség hatterében. Lehet6ségiink van kilénféle
fehérjékkel mért affinitds interaktomok preciz 6sszehasonlitdsara, igy tovabbi informaciot
nyerve azok tulajdonsagairdl. Példaul azonositottunk olyan SH3 doméneket, amik hasonld
partnereket hasonld affinitdsokkal, vagy hasonlé partnereket eltéré affinitasokkal kotnek (a
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partnerekre szamolt S|AAG| értékeik kicsik vagy nagyok), illetve olyanokat is, akik teljesen
eltér6 partnereket ismernek fel. Tovabba, ezzel a mddszerrel kilonféle ritka BIN1 variansokat is
jellemeztink, és kozlllik azonositottunk tébb olyat, amik interaktomikai perturbaciét okoznak
és sejtekben fenotipusos valtozdsokhoz vezetnek, és ezzel potencidlisan hozzdjarulnak a
miopatia klinikai kérképéhez.

DNS-protein interakciok feltérképezése nativ holduppal

Az interaktomika szinte kizarélagosan fehérje-fehérje interakcidk vizsgalatara korlatozédik,
viszont a holdup kisérletek elénye, hogy egyéb molekularis interakcidk is tanulmanyozhatdéak
vellk. Erre egy példa legUjabb kutatdsunk, ahol DNS fragmensek kotédését vizsgaltuk
transzkripcios faktorokhoz [19] (4. abra). Korabbi kutatasaink soran Sarkadi Balazs
kutatdlaborjdban (Biomembran Kutatécsoport, Molekuldris Elettudomanyi Intézet), Varady
Gyorgy és Enyedi Agnes csoportjdnak elengedhetetlen kézremiikddésével azonositottunk egy
erythroid-specifikus prométert, mely a PMCA4b kalcium pumpa expresszidjaért felelGs
vOrosvérsejtekben [20]. Leirtuk tovabba ennek a promoéternek egy gyakori haplotipusat, ami
nagymeértékben csokkenti a fehérje expresszidjat.
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4. abra. A nativ holdup alkalmazdsa egy kalcium pumpa expresszidjanak GATA1 altali szabalyozasanak
vizsgalatara. (A) A kalcium pumpa génjében egy haplotipus talalhaté, mely mddositja a GATA1 fehérje kétesét, melyet
nativ holdup segitségével tartuk fel ugy, hogy a gyantara kilonféle mennyiségli vad tipusu vagy haplotipust tartalmazo
DNS-t kétottink ki, és endogén GATA1-et tartalmazoé sejtkivonattal inkubaltunk. A GATA1 mennyiségének a valtozasat
Western blottal kévettiik. (B) A GATA1 DNS-el alkotott komplexének szerkezete. Munkank sordan 6 anémiaban vagy
myeloproliferativ betegségben fontos természetes mutacidt vizsgaltunk (révid, V205M, G208R, R216W, D218Y, R307C),
valamint két mesterséges mutaciét, melyek vagy az N-termindlis cink-ujjat (C228R), vagy a DNS-kétésben fontosabb
C-termindlis cink-ujjat teszik ténkre (C282R). (C) A nativ holdup titrdlasos eredmények azt mutattak, hogy két
természetes mutacio esetén valtozik a fehérje DNS-el mutatott affinitasa: a révid varians és az R307C esetén. Mig a
révid varians esetén megndvekedett affinitast tapasztaltunk, mely egybecseng a myeloproliferativ klinikai
manifesztaciéval, addig az R307C jelent8sen csokkentette az affinitast, mely utobbi varians pedig anémidt okoz. AK,
a vadtipust GATA1-hez viszonyitott affinitas kilénbség. Adaptalva a 19-es referenciabdl.

Megfelel6 modszerek hidanyaban a regulacidért felelés transzkripcios faktort azonban direkt
modon nem sikerllt azonositanunk. Nativ holdupot hasznaltunk ennek az enigmatikus
transzkripcios faktornak az azonositdsara Ugy, hogy a kritikus SNP-ket (Single Nucleotide
Polymorphisms) tartalmazdé biotinalt dupla szali DNS fragmenseket kotottliik ki a gyantara, amit
erythroid-jellegl K562 sejtkivonattal inkubaltuk és tdémegspektrometria segitségével analizaltuk
a kotOpartnereket. Meglepd moddon nagy mennyiségl kotOpartnert detektdltunk a korabbi
fehérje-fehérje interakcidos vizsgalatainkhoz képest, és a partnerek donté tobbsége ismert
nukleinsav kotd tulajdonsaggal bird fehérje volt. Rdadasul, ezeknek a partnereknek a tébbsége
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a kevert (scrambled) DNS kontroll szekvencidhoz is ugyanolyan mérték( kotédést mutatott,
tehat feltételezhetéen nem-szekvencia specifikusan koétédtek. A partnerek kozil azonban
kiemelkedett a GATA1 transzkripcios faktor, ami egyértelmlen szekvencia specifikusan kot6dott
és a legnagyobb affinitas valtozast mutatta az SNP-k jelenlétének a hatasara. Ezzel 6sszhangban
korabbi indirekt riporter gén alapu kisérleteink is a GATA1l kotddését feltételezték a
mechanizmus hatterében.

......

€s szamos de novo mutacidjardl ismert, hogy sulyos anémiat okoz emberekben. Habar ezen
mutaciok egy része feltételezhet6en a DNS-kotést is befolyasolja, eddig nem allt rendelkezésre
olyan technika, mellyel kénnyen lehetett volna mérni ezt a paramétert teljes hosszlisagu GATA1
fehérjén fizioldgias korilmények kozott. A nativ holdup ennek vizsgalatara is alkalmas, ugyanis
lehetséges a sejtekben egy cimke segitségével expresszaltatni ezeket a mutansokat és egy
ismert GATA1-felismerd DNS ellenében mérni az affinitasvaltozasokat. Munkank soran hat, mar
korabban leirt mutaciét hordozé GATA1l-et vizsgaltunk ilyen mdodon, és ketté esetén eltérést
tapasztaltunk a DNS kotésben. Az egyik ilyen mutaci6 esetén a fehérje N-terminalis
transzaktivacios doménje (N-TAD-ja) hianyzik, vagyis egy rovid izoformat eredményez (GATA1
short, GATA1s).

Erdekes, hogy ez a rovidebb varidnst leginkabb myeloproliferativ és leukémids betegségekkel
hoztak 6sszefliggésbe, vagyis a sejtek tulprodukcidjat okozzak a sejtek hianya helyett. Kulénféle
sejtes riporter esszékben is megnovekedett aktivitast lehet tapasztalni a rovid varians esetén a
vad tipushoz képest. A nativ holdup kisérlet segitségével megmutattuk, hogy ez a fehérje
négyszer erGsebb affinitassal képes koétni kilonféle DNS szubsztratokat a teljes hosszisagu
fehérjéhez viszonyitva. A masik mutacio, ahol kilénbségeket tapasztaltunk az az R307C mutacié
volt. Ez az arginin kozvetlenll a masodik, a DNS-kotésben leginkabb résztvevé cink-ujj utan
helyezkedik el. Habar eddig ugy vélték, hogy egy nuklaris lokalizaciés szignal (NLS) talalhatd
ebben a pozicidban, szerkezeti munkak alapjan ez az arginin mélyen benyulik a kis arokba,
valdszinlleg szignifikdnsan hozzajarulva a fehérje DNS ko6téséhez. A nativ  holdup
kisérleteinkben e mutacié 6tszoros csokkenést okozott a szubsztratok affinitasaiban. Vagyis a
nativ holdup képes - az egyébként in vitro nehezen eldallithatd és vizsgalhatd - transzkripcids
faktorok DNS kotési paramétereinek egyszer( és pontos meghatarozasara, Uj lehet6ségeket
nyitva a DNS-ko6t6 fehérjék kutatasaban.

Kitekintés

Az interaktomika az elmult években a tudomanyos kézosségben vegyes megitélés ala esett. Ez
doéntéen az interaktomikai modszerek nagyon alacsony reprodukalhatdosaganak koészonhetd,
masrészt az interaktomikai térképek jellege miatt. A klasszikus interaktomikai médszerek szinte
kivétel nélkdl irdnyitatlan és sulyozatlan grafokként abrazoljak a feltart haldzatokat. Ezekbdl
gyakran komoly kihivast jelent azonositani azokat a kélcsonhatasokat, melyek feltételezhetéen
egy adott bioldgiai mechanizmus hatterében allnak. A valdsagban viszont az interakcidk
kllonb6zbéek a haldzaton bellil, és mindegyik kélcsénhatas egy sor intrinzik vagy extrinzik fizikai
paraméterrel jellemezhetd. Munkank soran azon dolgozunk, hogy olyan UGjfajta mddszereket
fejlesszlink az interaktomika terlletén, melyek képesek nagyskaldsan ezeket a fizikai
paramétereket meghatarozni. Elképzelésliink szerint amennyiben sikerrel jarunk, és egyszer
képesek lesziink katalogizalni az 6sszes lehetséges affinitast a sejtjeinkben el6fordulé Gsszes
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molekula kozott, az a kllonféle sejtes mechanizmusok olyan precizitdsi modellezését teszi
lehet6vé, ami egy Uj korszakot nyithat az élettudomanyok szamara.
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Zambé Boglarka diakkérds hallgatoként az ELTE Biokémia Tanszékén Reményi Attila csoportjaban
kezdte kutatéi munkassagat fehérje-fehérje interakciok sejtes vizsgalataval, a doktori munkajat
pedig Sarkadi Balazs csoportjaban (MTA Enzimoldgiai Intézet) folytatta, ahol a membranfehérjék
proteomikai valtozasainak genetikai hatterét vizsgalta. Védését kovetben a franciaorszagi Institut de

kutatta Hervé Moine csoportJaban Jelenleg Gilles Travé kutatocsoportjaban doI902|k ahol
Ujgeneraciés fehérje-fehérje interakcids modszereket fejleszt ki. J6v6re, mint senior kutaté
csatlakozik Gogl Gergé Udjonnan alakulé csoportjahoz. F6 érdeklédési terllete a kildnféle
betegségekben fontos genetikai variansok hatdsainak holisztikus megértése nagyskalas mddszerek segitségével, mint
példaul az interaktomika, proteomika vagy kiilénféle sejtbioldgiai esszék.

Gogl Gergo kutatasait a KutDidk mozgalom keretében kezdte Friedrich Péter laboratériumaban az
MTA Enzimoldgiai intézetében, Alexa Anita témavezetésével, majd kés6bb az ELTE Biokémia
Tanszékén Reményi Attila csoportJahoz csatlakozott. Doktori munkaJat 2018-ban védte meg, amelyet
Nyitray Laszl6 és Reményi Attila kettds témavezetésével végzett. 2019 éta Franciaorszagban, a
strasbourgi IGBMC-ben dolgozik, korabban, mint dszténdijas kutat6 Gilles Travé kutatécsoportjaban,
majd 6nalléan, mint Inserm kutaté. 2024 masodik felében inditja sajat kutatécsoportjat a Valrose-i
biolégiai intézetben (iBV, Nizza) az ATIP-Avenir fiatal csoportvezetdi programjanak segitségevel.
Kutatdsa a bioldgiai mechanizmusok molekuléris szintli megértése és modellezése Ujgeneracids
kvantitativ interaktomika segitségével.
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Az extracellularis vezikuldk (EV-k) szervezetiink sejtek kozétti kommunikaciés-hirkozld
rendszerének aprocska (<1000 nm), kettOs lipidmembrannal hatarolt egységei, melyek - [évén
az Osszes sejt képes kibocsatasukra - minden testfolyadékunkban fellelhetéek [1]. Szerepik
szamos egészséges és koéros folyamatban ismert, a diagnosztikai és potencidlis terapias
alkalmazasuk iranti érdeklédés pedig folyamatosan novekszik [1].

Az EV-k mérettartomanyaba es6 mesterségesen el6allitott nanopartikulumokat (NP-kat) az
utobbi évtizedekben a célzott orvoslas egyik igéretes eszkozeként probaljak kulonféle
megbetegedések kezelésére felhasznalni [2]. Nem sokkal azt kévetéen, hogy mesterséges NP-
kat kulénféle bioldgiai kozegekbe helyezve kezdtek el vizsgalni, kiderilt, hogy felszinlikre
fehérjék sokasaga kotédik [3]. Ez az an. fehérjekorona hatdssal van a NP-k biolégiai
hozzaférhetGségére, szervezeten bellili eloszlasara: el6fordulhat példaul, hogy elfedi a célzé
molekuldkat a NP-k felszinén, s igy azok célt tévesztenek [4]. Mig az EV-k belsejébe zart
~Csomagok” vizsgalatat szamtalan kutatas célozza, az EV-k felszinéhez k6t6dé molekulakkal
kapcsolatban a disszertaciom alapjaul szolgald kutatasig mindéssze minimalis ismeretanyag allt
rendelkezéslinkre.

Célunk igy az volt, hogy feltarjuk, vajon az EV-k felszinén is kialakul-e a NP-kéhoz hasonld
gazdag fehérjekorona. Mig a mesterséges NP-k esetében aranylag egyértelm(ien elkllonithetjik
az Ujonnan a részecskék felszinéhez k6t6d6 molekuldkat a NP-k mar meglévd 6sszetevoitdl, az
EV-k esetében ez kihivast jelent, minthogy ezek maguk is valtozatos és sok tekintetben még
ismeretlen Osszetétel(i képletek. Munkank soran azt a megkozelitést alkalmaztuk, hogy THP1
monocita sejtvonal-eredetli kozepes méreti (100-800 nm, sorozatos differencidl
centrifugalassal (dC) és gravitacids szliréssel elklilonitve) EV-ket szeparaltunk agy, hogy az
“anya sejteket” el6z6leg egy éjszakan at szérum-mentesen tartottuk, ezaltal a kdzeg, melybdl
az EV-ket izolaltuk, amennyire lehetséges, nem tartalmazott szolubilis fehérjéket. Az EV-ket ezt
kévetden olyan vérplazma mintadkban inkubaltuk, melyekbdl el6z6leg sorozatos centrifugalassal,
illetve szliréssel eltavolitottuk az EV-k nagyrészét (EV-depletalt plazma, EVDP). Egyes EV
mintakat egy gyulladasos reumatoldgiai megbetegedésben, reumatoid artritiszben (RA)
szenvedo betegektdl szarmazo plazmamintakban inkubaltunk. Az inkubaciods id6 letelte utan az
EV-ket Ujra szeparaltuk, melyhez tébb megkdzelitést is alkalmaztunk: legnagyobb aranyban dC-
vel valasztottuk el Gjra a vezikulakat, de 6sszehasonlitasképpen az irodalomban ,tisztabbként”
leirt modszereket, igy méretkizarasos kromatografiat (size exclusion chromatography, SEC),
denzitas gradiens ultracentrifugalast (DGUC), is alkalmaztunk egyes mintak esetében.

Annak érdekében, hogy 6sszehasonlithassuk a fehérjekoronat ,felolt6” EV-k tulajdonsagait a
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naszcens, azaz keletkezését kovetGen feltételezetten valtozatlan formaban jelenlévd EV-kkel,
pufferben is inkubaltunk vezikulakat, melyeket a vérplazmaban inkubalt tarsaikhoz
hasonloképpen izolaltunk utana Ujra.
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1. abra. THP1 EV-k felszinén fehérjekorona képzédik vérplazmaban. (a): szérum-mentesen tartott THP1 sejtek
kézepes EV-it izolaltuk, majd el6zbleg egészségesektdl, illetve reumatoid artritiszes betegektdl (RA) szarmazdé EV-
depletalt verplazmaban (EVDP) inkubaltuk. Az EV-ket ezt kévetben i) dC-vel (egészséges n=12, RA n=10), ii) DGUC-vel
(egészséges n=3, RA n=3), vagy iii) SEC-kel (egészséges n=3, RA n=3) Ujra szeparaltuk. A fehérje Osszetételt ezt
kovetéen tomegspektrometr/ava/ hatdroztuk meg. Kontrollként naszcens EV-ket haszndltunk. Az abra azt a 61
koronafehérjét mutatja, mely a fehérjekoronds EV mintak =30%-adban jelen volt, de a naszcens mintakban nem. Azon
fehérjéket, melyek a dC uf]ralzo/a/asos modszerrel nyert mintakon kiviil a DGUC-s vagy SEC-es mintakban is jelen voltak,
kis ikonokkal jeloltiik. A fehérjék réviditéseit azok UniProt ID-ibél szarmaztattuk a _HUMAN utdtagot lehagyva. (b) Az
el6z6ekben bemutatott koronafehérjék kézott nem szerepelnek olyan fehérjék, melyek a naszcens EV mintakban is
azonosithatdak voltak, azonban tipikusan szecernalt fehérjék. Ezeket tiintettik fel ezen az abrapanelen. (c) Annexin V
(AnnV) pozitiv esemenyek dramlasi citometriaval kimutatva DGUC frakciékban naszcens (n=3), illetve fehérjekoronds
(n=3) EV mintakban. A fehérjekoronds EV-k slirlisége szignifikansan magasabb, mint a naszcenseké. p < 0,001 és p <
0,01; multiple t-teszt.
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Mintdinkat tomegspektrometriaval, aramlasi citometridaval, kulonféle transzmisszios
elektronmikroszkopias (TEM) technikakkal, konfokalis mikroszképiaval, kapillaris Western blot
technikaval vizsgaltuk, valamint funkcionalis vizsgalatokat is végeztlink. Ezekbdl a hely szlike
miatt egy-egy részletet mutatok be most.

Tovabbi kontrollként EV-k hozzaadasa nélktlili EVDP mintakat is alavetettiik ugyanezen izolacios
eljardsoknak. Jellemz6en tehat harom parhuzamossal dolgoztunk: i) naszcens EV-k, ii) EVDP-bAlI
szarmazo6 mintak (fehérje aggregatumkeént hivatkoztunk rajuk), iii) varhatéan fehérjekoronat
visel6 EV-k.
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2. abra. Koronafehérjék interakcios térképe EV felszini fehérjékkel és mas koronafehérjékkel. A STRING
adatbazis (https://string-db.org) alkalmazasdval magas konfidenciaszinttel (interakcids szint > 0.700) meghatarozott
fehérje-fehérje interakciok a THP1-eredetli kézepes méretli EV membranfehérjék (az UniProt adatbazis alapjan
prediktalva), illetve a koronafehérjék kézétt. A STRING adatbazis nem foglalta magaba a hisztonfehérjéket és
immunglobulinokat. A 107 haldzati csomé kézil 61 membranfehérjéket, mig 46 koronafehérjéket jelol. Az 515 él kézdl
203 koronafehérje-membran fehérje, mig 312 koronafehérje-koronafehérje kapcsolatot jel6l. 13 koronafehérje (lila
szegéllyel jelélve) csak mas koronafehérjékkel lépett kapcsolatba. Azon fehérjék, melyeknek nem azonositottunk
interakcios partnerét, nem kerlltek feltiintetésre. Minden valdszindsitett interakciot (beleértve az irodalmi alapokon
vett, kisérletesen igazolt, adatbazisokban szerepl8, ko-expressziés, szomszédsagi, génfizids és egyiittes elbfordulasi
alapon vett fizikai és funkcionalis asszociacio) belevettiink a vizsgalatba.

A tomegspektrometrids vizsgalatok esetében a fehérjekoronat alkotd fehérjék listajat ugy
kaptuk meg, hogy az EVDP-ben inkubalt (varhatéan fehérjekoronat visel6) EV-k fehérje
listajabdl levontuk a naszcens EV-k fehérjelistajat. A kivonast kévetéen a dC-vel izolalt EV-k
esetében 144 kilonféle fehérjét azonositottunk igy koronafehérjeként, melyek kézll 20 a mintak
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(n=22) =90%-ban, 61 pedig =30%-ukban jelen volt. Utdébbiakbdl 42 egyenlé aranyban volt
megtalalhatd egészséges, és RA-s mintakban, mig 16 legalabb 1,5-szer nagyobb aranyban
fordult el6 az RA-s mintak k6zo6tt. Ezt a 61 fehérjét (tovabbiakban koronafehérjét) mutatja be
az 1/a abra.

Az abran szinskala mutatja, hogy egy adott fehérje milyen aranyban jelent meg az egészséges,
illetve az RA-s mintakban: a vordses arnyalattal jel6lt oszlopok az RA-s, mig a zélddel jelolt
oszlopok az egészséges mintak kozt gyakrabban felbukkané fehérjéket jel6lik. Abban az
esetben, ha egy fehérjét egyenld aranyban azonositottunk a két halmazban, a fehérjét jel6ld
oszlop sarga szint kapott. Erdekesség, hogy tovabbi 66 olyan fehérjét azonositottunk, mely mind
a koronas, mind a naszcens EV-mintdkban fellelhet6 volt, és ezek kozé esett példaul az
egyébként legnagyobb koncentraciéban eléfordulé plazmafehérje, az albumin is, illetve néhany
mas tipikus plazmafehérje is (1/b abra). A dC-vel Ujraizolalt mintdkhoz képest mind a SEC-kel,
mind a DGUC-val elkilénitett mintakban kisebb szamu fehérjét azonositottunk (1/a abra). Ez
részben a mddszerek nagyobb tisztasaganak, részben annak tudhato be valodszinlileg, hogy ezek
a moddszerek a mintdk nagyobb higitdsaval, igy nagyobb EV-veszteséggel is jarnak. A DGUC
mintak esetében szembet(ind volt, hogy a fehérjekoronas EV-k a naszcensekhez képest nagyobb
slir(iségl frakciokban lebegtek (1,15 mg/mL vs. 1,10 mg/mL frakcidé, Annexin V-FITC jel6lés,
aramlasi citométerrel mérve - a fluoreszcens Annexin V a foszfatidil-szerin molekuldkhoz koét, s

ezaltal a kozepes méretli EV-k egyik tipikus jelol6 markere (1/c abra) [1]).
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3. dbra. Fibrinogén-koronds EV-k elektronmikroszkopids képei. Pufferben inkubalt nasz-cens EV-k (a), vagy 1
mg/mL fibrinogénben inkubalt EV-k (b) elektronmikrogramjai. A nyilhegyek a “bundds” EV-kre mutatnak. (c): A
naszcens (6 fiiggetlen teriileten n=596 EV) és a fibrinogén-koronas (8 fiiggetlen teriileten n=838 EV) EV-k képein a
“bundas” EV-k szdzalékanak dsszehasonlitasa. P<0,0001, t-teszt.

Fehérje-fehérje interakcios vizsgalattal azt talaltuk a 61 koronafehérje kozll 13 esetében, hogy
csak mas koronafehérjékkel mutattak interakciot, de predikciés modell alapjan a naszcens EV-k
membranjaba josolt fehérjékkel nem (2. abra). Ebbs6l arra kovetkeztettlink, hogy a
fehérjekorona tébb rétegben alakulhat ki az EV-k felszinén. Fluoreszcensen jeldlt fibrinogén
oldatban inkubalva, majd aramlasi citometriaval vizsgalva EV-inket azt talaltuk, hogy novekvd
sokoncentracioval a fibrinogén levalaszthaté az EV-k felszinérol.

Természetesen szerettiink volna ,lathaté” bizonyitékkal is szolgdlni az EV-korona meglétére.
Ultravékony metszetek TEM vizsgalatahoz egy egyszerisitett modellben fibrinogén jelenlétében
inkubaltuk az EV-ket. A naszcens EV-khez viszonyitva a fehérjekoronds EV képeken
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szignifikansan nagyobb szamban lattunk olyan EV-ket, melyek felszinén megfigyelhet6 volt
egyfajta ,bunda” (3.abra). Konfokalis mikroszkdpiaval készllt képeken szembed6tl6 volt, hogy a
diffuz-foltos korona megjelenés mellett egyes EV-khez aggregatum-jellegli strukturak is
kotédtek (4.abra).

A munkank egyik varatlan eredménye az volt, hogy az EV-k hozzaadasa nélkil vizsgalt EVDP
mintak EV-kkel azonos mddon kinyert ,izolatumaiban” (legyen az dC, DGUC, vagy SEC) igen
nagy szamu fehérjét azonositottunk, melyek raadasul nagymértékben atfedtek a koronafehérjék
halmazaval (5/a abra). Az igy pelletalt képletek TRPS (Tunable Sensitive Pulse Sensing) alapjan
valéban a mi kozepes EV-ink mérettartomanyaba estek, azonban membrandetergens
hozzaadasara rezisztensek voltak (5/b abra). A mintakat tovabbi sorozatos dC-nek alavetve és
Ujra-meg-Ujra mérve a pelletek fehérje, illetve lipid tartalmat, mig lipideket mar az els6 kor utan
sem tudtunk kimutatni a pelletekben, még a 6. kor centrifugalast kovetden is szignifikans
mennyiségl fehérje pelletaléodott a mintakbdl (5/c abra). Ez ramutat arra, hogy 6nmagaban a
sorozatos dC nem oldja meg a fehérjeaggregatumok eltavolitasat a mintdinkbdl, és
elképzelhetd, hogy magaval a centrifugalassal is Uj aggregatumok kialakulasat idéztiik eld.

' . i
PN

fehérjeaggregatum fehérjeaggregatum

fehérjeaggregatum
EV-hez kotve foltos koronas EV-n ICAEETCE

naszcens EV foltos koronas EV

4. abra. EV-depIetaIt plazmamintakban inkubalt E V-k konfokalls mlkroszkoplas felvételei. Vybrant DiO-jelolt
THP1 sejtvonal-eredetii naszcens k6zepes méretl EV-k egészséges vérplazmaban inkubalva, majd két mosast kévetben
anti-fibrinogén a-lanc egér, illetve anti-komplement C3 nyul primer antitesttel, illetve Alexa 647 anti- -egér és Alexa 594
anti-nyul szekunder antitesttel jelblve. (a): kézepes méreti EV; (b): EV foltos komplement C3 koronaval; (c): EV-k
foltos fibrinogén koronaval; (d): EV foltos fibrinogén és komp/ement C3 korondval, valamint C3 aggregatumma/ (e):

EV fibrinogén aggregatumma/ (f): EV foltos fibrinogén és komplement C3 korondval és fibrinogén aggregatummal; (g):
EV Kk ﬁ?r/nl?ge/n és C3 aggregatumokkal; (h): C3 és fibrinogén aggregatumok; (i): sematikus illusztracié a kilonféle

apcsolatokro

Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy els6ként mutattunk be kdzvetlen bizonyitékot arra, hogy
hasonléképp a mesterséges NP-khoz és a virusokhoz, az EV-k felszinén is kialakul fehérjekorona
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bioldgiai kozegekben. Amellett, hogy megfigyelhet6ek voltak egyéni eltérések a koronafehérjék
Osszetételében, jelent6s hasonlésdagok is mutatkoztak a kilonféle emberektdl szarmazod
fehérjekoronak kozott. A fehérje-fehérje interakcios térképink alapjan feltételezhetd, hogy a
fehérjekorona tébb rétegben alakul ki az EV-k felszinén, és legaldbbis részben a kialakuldsért
elektrosztatikus kolcsénhatasok is felelnek. Konfokalis mikroszkdpiaval készllt felvételeink
felvetették, hogy a fehérjék nem csupan diffuz-foltos bevonatot képezve tapadhatnak az EV-k
felszinéhez, hanem aggregatum-jelleg(i képletek formajaban is. Felmertlt, hogy ez a jelenség
részben legalabbis a mintdk in vitro feldolgozasa soran jon létre, mivel magukban az EV-k
hozzaadasa nélkul vizsgalt EVDP mintakban is tapasztaltunk ilyen fehérje aggregaciora utald
jeleket.
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5. dbra. Plazmafehérje-aggregatumok jellemzése. (a): A koronafehérjék és a fehérje-aggregatumok fehérjéinek
atfedése a kiilénféle izolalasi technikak fliggvényében. (b): Reprezentativ. TRPS hisztogramok a kétszer mosott, dC-vel
pelletalt EVDP mintakbdl 0,1% Triton-X detergenslizis el6tt és utan. Osszehasonlitasképpen a kis dbra mutatja a
detergens hatasat naszcens EV-k esetében. (c): Egészséges EVDP mintakat (n=3) sorozatosan centrifugaltunk (12.500

g, 40 perc), majd mosdst kévetéen meghataroztuk a pelletek fehérje és lipidkoncentraciéjat minden centrifugaldsi kért
kévetden. Mig a lipidkoncentracié végig a kimutathatosagi limit alatt volt, még a hatodik centrifugalasi kért kdvetben is
tudtunk feherjét kimutatni a pelletben. Osszehasonlitasként, a kis abra naszcens EV mintak (n=3) fehérje és

lipidkoncentraciojat mutatja be.

Eredményeink ramutattak arra is, hogy a korabban kontaminacioként leirt, a mintdk nem
kell6képpen tiszta kezelésével magyarazott fehérjék megjelenése a kilonféle EV-mintdkban
lehetséges, hogy valdjaban az EV-k szerves része, felszini ,tartozéka”. Ugyan a kutatasban
relativ kis szamu mintat vizsgdltunk, igy a munka klinikai relevancidjat mértéktartassal érdemes
keresni, de az RA-s és egészséges mintakbdl az EV-kre tapadd fehérjék kozt latott aprod
kiulénbozdségek felvethetik, hogy a fehérjekoronanak szerepe lehet egyes betegségek
kialakulasaban, illetve kimutatdsuk biomarkerként segitheti a betegségek korai felismerését.
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Publikacionk megijelenése oOta egy egészen Uj és szertedgazod az EV-k fehérjekoronajaval
foglalkozd teriilet bontakozott ki, szamos ilyen témaju publikacié szlletett, melyek alapjan
mindinkabb egyértelmiinek latszik, hogy az EV-korona megismerése egy Ujabb I|épéssel
kozelebb vihet minket az EV-k sikeres terapias, illetve diagnosztikus felhasznalasahoz is [6,7].

A doktori dolgozat alapjaul szolgalé publikacio:

Téth, E. A., Turidk, L., Visnovitz, T., Cserép, C., Mazl6, A., Sédar, B. W., Forsonits, A. 1.,
Petvari, G., Sebestyén, A., Komldsi, Z., Drahos, L., Kittel, A., Nagy, G., Bacsi, A., Dénes,
A., Gho, Y. S., Szabd-Taylor, K. E., & Buzas, E. I. (2021). Formation of a protein corona on
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Az autofagia (sejtes dnemésztés) egy lizoszomalis lebontasi Utvonal az eukariéta sejtekben,
amely a citotoxikus komponensek lebontdsan keresztil sejtvédé mechanizmusként szolgdl. A
lizoszomaval torténd kapcsolddas alapjan az autofagia harom f6 tipusat kilonboztetjik meg:
mikroautofagia, chaperone-kézvetitett autofagia és makroautofagia. A makroautofagia a
legintenzivebben tanulmanyozott folyamat, amely evollcidésan konzervalt éleszt6tél emldsokig.
A makroautofagia (tovabbiakban, mint autofagia fogom emliteni) soran a citoplazmaban egy
kett6s membrannal rendelkez6 fagéfor formalddik, amely kérbeveszi a citoplazma egy részletét,
korulhatarolva a lebontasra kijelolt komponenseket [1]. Zardédasaval jon létre az
autofagoszéma, amely késbébb lizoszdmaval fuziondlva l|étrehozza az autolizoszémat. A
lizoszdmabol szarmazd savas hidrolazok lebontjak az autofagoszoma bels6 membranjat és a
kordlzart citoplazmatikus alkotokat (1. abra). Az autofdgia kapacitdsa azonban az élettartam
el6rehaladtaval fokozatosan csékken. Ez a valtozas hozzajarulhat a kilonb6z6 citotoxikus (pl.
oxidaldédott, letekeredett, oligomerizalddott vagy aggregaldodott fehérjék) és felesleges
sejtalkotok felhalmozddasahoz, amelyek a sejtek funkcidképtelenségét, végul a pusztulasat
okozhatja. Modellszervezeteken végzett kisérletek alapjan a lecsokkent vagy hibdsan mikoédo
autofagiat Osszefliggésbe hoztak szamos idGskori betegséggel (pl. rak, neurodegenerativ
elvaltozasok, szoveti atréfia és fibrézis, és immundeficiencidk), mig az autofagia stimulacidja
er0s 6regedésgatlo hatassal rendelkezik [2,3].
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1. dbra. Makroautofdgia folyamata a kutatashoz hasznalt autofag markerekkel. Az autofdgia egyik kulcs
markere az Atg8a fehérje. Két izoformaja létezik a szolubilis Atg8a-I és @ membrankdtott Atg8a-I1. Western blot sordn
a kettd aranyabdl nyomon kévethet8 az autofdg flux. Az Atg8a-II. a fagofér membranjahoz horgonyozédik, végig kisérve
az autofagia folyamatat, lebontdsa az autolizoszémaban térténik. A fluoreszcens mCherry-jelélés az dsszes autofd
struktdrat jeléli, mig a GFP érzékenyebb a lizoszoma Iumenében uralkodé savas pH-ra, igy hamar elvesziti
fluoreszcenciajat. A Ref(2)P fehérje az autofagia szubsztratja, mennyiségi valtozadsa ellentétesen korreal az autofag
lebontds mértékével. A Lampl lizoszéma specifikus marker, mely ko-lokalizéciés vizsgalatok sorén alkalmaztunk a
lizoszoma és autolizoszémak jel6léséhez.

Az autofag lebontds sériilése leginkabb a posztmitotikus sejtekben kritikus (pl. neuronokban),
ugyanis ezek a sejtek nem képesek sejtosztdodas révén kihigitani a citoplazmajukban
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felhnalmozddott molekularis karosodasokat, valamint az elpusztult sejtek poétlasara nincs
lehet6ség. Szamos neurodegenerativ betegség jellemzGje a fehérje aggregatumok képzédése
neuronokban, amelyek kllonb6z6 idegrendszeri diszfunkciokhoz vezethetnek. Az Gregkori
neurodegenerativ betegségek potencialis kezelési moddja lehet az autofdgia aktivitasanak
fokozasa idGsebb életkorban. Kiemelt orvosbioldgiai jelentGsége ellenére azonban tovabbra is
feltaratlan maradt az autofagia kapacitas életkorfiiggé hanyatlasanak molekularis hattere.

A doktori munkam fokuszaba egy autofagia gatlé fehérje az EDTP (egg-derived tyrosine
phosphatase) kerllt, amely miotubularin-szerli foszfataz lévén képes gatolni az autofagia
kezdeti lépését a vezikula nukleaciot. Vezikula nukleaciéo sordn a Vps34 kindaz-komplex PI3P
jeloléssel latja el az omegaszdma membranjat, ezzel autofag utvonalra terelve azt. Az EDTP
PI3P-bél képes PI-t |étrehozni, ezzel gatolva az autofdgia kezdeti |épését [4]. Az autofagia
utvonal konzervalt a kilonb6z6 allati fajokban ecetmuslicatdl (Drosophila melanogaster)
emberig, igy az autofagia tanulmdényozdsa ecetmuslicdban értékes betekintést nyudjthat az
autofagia emberben zajlé mechanizmusaiba, igy kisérleteimet az ecetmuslica modellél6lényen
végeztem el. Tanulmanyoztam az EDTP kifejez6dését és szerepét az ecetmuslica kdzponti
idegrendszerében a feln6tt életkor soran. Tovabba szerettem volna feltarni az éregedés soran
leirt autofag-kapacitas progressziv csokkenését az eddigieknél részletesebben, tobb mérési pont
és mddszer alkalmazasaval.
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2. abra. Az élettartam soran az autofagia kapacitds korai és késli szakaszai is sériilnek. Fluoreszcens
mikroszkdpos felvételeken (fels6 két kép sor) 2xFYVE-GFP, eGFP-Atg8a pozitiv struktirak lathatdak kil6nbéz6 koru
allatokban. Western blot analizis soran kilénbéz8 kord white- allatok fejébdl szarmaznak a fehérje mintak. A 2xFYVE-
GFP a fagoférokat, az eGFP-Atg8a a fagofdrt és autofagoszémakat, mig a Ref(2)P az autofag lebontast jeldli. A 2xFYVE-
GFP cs6kkenése (kevesebb fagofdr képzédése) figyelhet6 meg az életkor elbrehaladtaval. Az életkor el6rehaladtaval
megnétt a eGFP-Atg8a altal jeldlt struktirak szama, vagyis tébb autofagoszoma képzd8dik id8sebb allatokban. A Western
blot soran tapasztalt Ref(2)P mennyiségének névekedése az autofdg lebontds romldsara utal. Az Atg8a esetében az
Atg8a-I forma nem ,valtozott az életkor el6rehaladtaval, azonban az Atg8a-II izoforma életkor-fliggé névekedését
figyelhettik meg. Igy a fluoreszcens mikroszkdpia altal nyert eredményekhez hasonlé adatokat kaptunk; az
autofagoszémak beltartalma nem tudott lebomlani. Ko-lokalizaciés vizsgalat soran az mCherry-Atg8a (autofag
struktdrak, piros) és GFP-Lamp1 (lizoszoma, z6ld) riporter rendszerek egyiittes lokalizacidjat Iathatjuk 7 és 21 napos
dllatokban. Tdésebb &llatokban megnétt az Atg8a- és Lampl-pozitiv struktirak mennyisége és a két marker ko-
lokalizaciéja. Ezen eredmény alapjan megallapithaté, hogy az autofagoszéma képes fuzionalni egy lizoszémaval.
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Ahhoz, hogy jobban megértsik, miért csokken az autofagia kapacitdsa az Gregedés soran,
el6szor a folyamat aktivitasat tanulmanyoztam kilonboz6 felndtt életszakaszokban.
Fluoreszcens mikroszkopia segitségével autofag markerekkel (2xFYVE-GFP, anti-Atg5) kapott
eredmények ramutattak arra, hogy az 6regedés soran csékken az idegrendszerben a fagofér
membran képzOdése, vagyis az autofagia korai szakasza gatlodik id6sebb allatokban (1. és 2.
abra). Az Atg8a és Ref(2)P markerek tanulmanyozasaval kimutattam, hogy az autofagia késébbi
(Atg8 lipidizacidjat kovetd) Iépései is gatldodnak idds allatokban. Atg8a és Lampl fehérjék ko-
lokalizacids vizsgalata felfedte, hogy az emlitett probléma nem az autofagoszéma és lizoszoma
sikertelen fzi6éjabol ered (1. és 2. abra). Feltehetéen az elégtelen lebontas (kevés hidrolaz
enzim, nem megfelel6 pH) okozhatja a problémat. Vagyis nem csupan az autofagia kezdeti
Iépései, de az autofag lebontas (késoi szakasz) is sérul idés életkorban.
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3. abra. Oregedes sordan megfigyelheté az EDTP expresszidjanak novekedése. Fels§ fluoreszcens felvételek
kiilénbéz8 koru Trojan-EDTPxmyrGFP allatok protocerebrum-ardl kesziiltek. Az allatokban a GFP riporter expresszidja
megegyezik az EDTP expresszids szintjével és mintdzataval. Western blot gélkép EDTP fehérje szintjének vizsgalatarol
az eletkor elbre haladtaval. Bels8 haztartasi kontrollként az a-Tub84B fehérje szolgalt. Az alsé fluoreszcens képeken
kontroll, EDTP csendesitett és EDTP tultermeltetett hattérben a 2xFYVE-GFP pozitiv struktirakrol készliltek fiatal és idGs
&llatokban. Mig az EDTP csendesitése megnéveli, az EDTP tiltermeltetése csékkenti a 2xFYVE-GFP pozitiv struktirak
mennyiségét, vagyis az EDTP idegrendszerben is képes gatolni a vezikula nukleaciot.

Az autofagia kapacitasanak életkor-fliggé hanyatlasahoz hozzajarulhat a miotubularin foszfataz
EDTP génjének az élettartam soran megfigyelhet6 fokozatosan névekvso expresszidja (3. abra).
Eredményeim bizonyitottdk, hogy az EDTP zsirtesthez hasonléan az idegrendszerben is képes
negativan szabalyozni az autofagia aktivitdsat. Autofag markerek (Atg8a, Ref(2)P, Lampl)
tanulmanyozasa fényt deritett arra is, hogy az EDTP képes az Atg8a lipidizaciot kévetden is
gatolni az autofagiat. Irodalmi adatok és eredményeim alapjan elmondhaté, hogy az EDTP/
MTMR14 lipid foszfatdazok gatoljak az autofdgiat a vezikula nukledcié 1épésénél és az Atg8a/LC3
lipidizaciéjat kovetéen [4]. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az MTMR14-nek az EDTP-hez
hasonléan a lizoszomalis lebontasban is van szerepe. Egylttm(ikddd partnereink kimutattak,
hogy az MTMR14 expresszids szintje is névekszik az élettartam soran. Tehat az autofagia gatlas
feler6sodése az életkor elGrehaladtaval az EDTP/MTMR14 altal konzervaltsagot mutat
Drosophilaban, emberben és kutyakban.
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Kutatasom célja olyan autofagia szabalyozé pontok keresése, melyek alkalmasak az autofagia
folyamatat specifikusabban (mas sejtes folyamatot nem befolyasolva) indukalni. Az EDTP az
autofagiat kdzvetlentl a vezikula nukleacid |épésénél gatolja, ezaltal alkalmas gydgyszercélpont
lehet az autofagia farmakoldgiai indukaldsara. Dopaminerg neuronokban végzett EDTP
csendesités novelte az allatok élettartamat a kontroll csoportokhoz képest. Dopaminerg
neuronokban csendesitett EDTP pozitiv hatassal volt az allatok maszas és tulélési képességére,
mig az EDTP tultermeltetés rontotta az allatok mozgasat és lerdvidilt a varhato élettartamuk.
Egy masik kutatécsoport szintén élettartam novekedést ért el az EDTP csendesitésével
gliasejtekben. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy az EDTP gatlasa dopaminerg neuronokon
kivlil az idegrendszer mas sejttipusaiban is pozitiv hatasu lehet az allat tulélésében. Egy masik
autofagiat negativan szabalyozé fehérjérdl, a Rubicon-rol kimutattak C. elegans, Drosophila és
egér szOvetekben, hogy az életkor el6rehaladtaval mennyisége fokozatosan novekszik [5]. A
Rubicon gén kilitése szintén novelte az allatok élettartamat C. elegans és Drosophila
modellekben. A Vps34 kinazt tartalmazé komplexnek tehat fontos szerepe van az 6regedési
folyamat szabalyozasaban.
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4. abra. Az EDTP idegrendszeri gatlaisa meghosszabbitja az dllatok élettartamat. A képeken a Ple-Gal4 (felsd)
és Appl-Gal4 (alsd) driver expresszids mintdzata lathatd, el6bbi kizarélag dopaminerg neuronokban, mig utébbi a teljes
protocerebrumban kifejezédik. K6zépen lathaté a negativ geotaxis teszt eredményei. Az EDTP csendeSItese dopaminerg
neuronokban (kézépen felil) javitja, az EDTP tultermelés (kézépen alul) pedig lerontja az adllatok maszds képességét a
kontroll allatokhoz képest. Jobb oldalon EDTP csendesitett és tultermeltetett allatok élettartam gérbéje lathato.
Dopaminerg neuronokban mindkét EDTP csendesités szignifikansan megnévelte az allatok élettartamat (jobb felsb). A
teljes protocerebrumban EDTP tultermeltetett dllatok révidebb ideig éltek a kontroll csoportnal (jobb alsé). A fenti abrara
a dolgozatban talalhato legszignifikansabb maszas és élettartam gérbék kertiltek.
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A molekularis bioldgiai kutatasi teriileten dolgoz6 kollégak szamdra fontos eseményt, az MBKE
vandorgy(ilést idén az ELTE kampuszén, Budapesten rendeztiilk meg. A TTK Eszaki tdmbjében,
a Gomb aula b6séges helyet biztositott a megbeszéléseknek, a posztereknek, fogaddsoknak,
valamint a cégek kiallitdsainak is. A konferencia elsOdleges célja az volt, hogy féorumot
teremtsen a biokémia, a szerkezetbioldgia, a sejtbioldgia, a fejlédésbioldgia, a klasszikus és
molekularis genetika, az emberi betegségek molekularis bioldgidja, a rendszerbioldgia, a
szintetikus bioldgia, biotechnoldgia, a genomika, a bioinformatika és a transzlaciés medicina
tertleteivel foglalkozd kutatdk szamara.

A csUtortok délutani megnyiton Buday Laszl6 professzor, a MBKE elntke koszontotte a
konferencia 164 regisztralt résztvevdjét. A haromnapos program alatt 2 plenaris el6adassal, 2
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tamogatdi céges eléadassal, 26 tudomanyos el6adassal és 66 poszterrel ismerkedhettek meg a
résztvevOok. Kilon kdszonet az arany fokozatu tamogatdknak, a Kromat Kft.-nek (https://
kromat.hu) és a Molnar-Institute-nak (https://molnar-institute.com), valamint az ezist
fokozatu tamogatdonknak, a ThermoFisher Scentific-nek (www.thermofisher.com) a

kézrem(kodésért. Készonjuk a kiallitd cégek kiteleplilését: Biocenter Kft., Bio-Science Kft.,
Kvalitex Kft., Eppendorf, Merck Life Science Kft.

A 18 i T O O S A TS

A Magyar Biokémin Egyestilet

Keserii Gyorgy Miklés

trin

Tankd Béla dijat
adomanyoz,

Thatigueot, T2 muagronrton 19

Thackey sk Vot Do
MEKL ook MAKT: Gk

1. kép. Tanko Béla életmiidij atadasa. Balrol jobbra a képen: Buday LaszI6, Keserii Gy6rgy Miklds, Lontay Beata.
Foto: Thaler Tamas (Diamond Congress Kift.).

2. kép. Bio-Science dij dtaddsa Szabé Aronnak a Bio-Science Kft. ligyvezetdjétdl Tatrai Agnestél. Fotd: Thaler
Tamas (Diamond Congress Kft).

Az els6 plenaris el6adast Keserli Gyorgy Miklds professzor tartotta, ,Mapping protein-protein

interaction surfaces by photoactivable molecular fragments” cimmel, majd atvehette az
Egyesiilet legrangosabb tudomanyos kitlintetését, a Tank6 Béla dijat.
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A konferencian atadtdk a Bio-Science dijat is, mely elismerés az elmult évben egy rangos
nemzetkozi folydiratban kozzétett jelent6s molekuldris bioldgiai témaju publikacid szerzdi
szamara volt kiirva. A nyertes cikk cime: ,LC3-associated phagocytosis promotes glial
degradation of axon debris after injury in Drosophila models” és szerzGjét Szabd Aront
jutalmaztak a dijjal.

HUNGARIAN
BIOCHEMICAL SOCIETY
JUNIOR SECTION

& FEBS G MBKE

3. kép. Bemutatkozik a Junior HBS csapata. Balrdl jobbra a képen: Santa Anna, Nagy-Kanta Eszter, LaszI6 Loretta
és Réthi-Nagy Zsuzsanna. Fotd: Thaler Tamas (Diamond Congress Kft).

A péntek délelottot Tozsér Jozsef professzor ,Structure, function, inhibition and resistance
development of sars-cov-2 main protease (MPRO). What is common with retroviral proteases?”
cim( felkért el6adasa kezdte.

Ezutdn a MBKE vandorgyllések hagyomanyainak megfeleléen szombat délig, a szekcid
el6adasok az alabbi témakorokbe rendezve zajlottak, szekcionkét négy ot el6adassal:
e Jelatvitel, sejt-sejt kommunikacio, sejthalal és differenciacié szekcid elndke Lipinszki
Zoltan,
e Génkifejezbdés szabalyozasa, szabalyozdé RNS-ek, epigenetika szekcié elndke Kovacs
Mihaly,
e Fehérjeszerkezet, funkcié és modellezés szekcio elndke Erdddi Ferenc
e Bioinformatika, szintetikus biolégia, genom szerkesztési technikak, biotechnoldgia szekcio
elnoke Ivics Zoltan,
e Betegségek és terapiajuk molekularis alapjai, Ossejtek, immunitas és gyulladasos
folyamatok szekcié elntke Izsvak Zsuzsanna,
e Transzlaciés medicina, orvosi biokémia, gydgyszerfejlesztés szekcié elndke Vereb Gyorgy

A MBKE fiatal tagjainak kulén szekcid alakult az Egyesileten belll, a JuniorHBS tevékenységét
Réthi-Nagy Zsuzsanna mutatta be a konferencian. A Junior HBS tagjainak milanoéi Utibeszamolodit
lapszamunkban kozoljuk.

Az idei évben a gdla vacsora az Obdl Haz rendezvénykdzpontban a Kopaszi-gaton keriilt

megrendezésre. A MBKE vandorgyllések egyik fénypontja, amikor gazdara talaltak a fiatalok
kozott a poszter dijak.
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Idén
1. helyezett lett Kovacs David posztere: ,Triglyceride acyl length drives lipolysis and
adipocyte metabolism”,
2. helyezett lett Nagy-Kanta Eszter posztere: ,Structural investigation of the multivalent
complex of the GKAP scaffold and LC8 hub protein”,
3. helyezett lett Ammar Darwish posztere: ,Silver-lipid nanoparticles shaped for
targeted tumor therapy”, és Jezsé Balint posztere: ,Phase separation and cytoplasmic
granulation by single-stranded DNA binding protein 1 (SSB1) delineate new mechanisms
of cellular stress response”.

EzUton is gratuldlunk a dijazottaknak és varjuk tudomanyos irdsaikat a BIOKEMIA hasabjain!

Lol P

|
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Chromatographic Modeling since 1986.
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4. kép. Poszter dij helyezettjei. Balrdl jobbra a képen: Kovadcs David, Nagy-Kanta Eszter, Ammar Darwish, Jezsé
Balint. Fotd: Thaler Tamas (Diamond Congress Kft).
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5. kép. A BIOKEMIA standja a vandorgyiilésen. Balrél jobbra a képen: Alexa Anita, Vas Virdg a szerkeszt6ségbél és
Zambd Boglarka, Gogl Gergd szerzbink. Foto: Thaler Tamas (Diamond Congress Kft).
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Végezetil megosztunk egy kis kulisszatitkot: a vandorgytlésen volt alkalmunk mostani szamunk
tudomanyos cikkének szerzdivel is, Zambo Boglarkaval és Gogl Gergdbvel is talalkozni, majd a
cikkrél egyeztetni.

A konferencia minden részletét és résztvevojét Thaler Tamas fotds orokitette meg, és a képeket
a konferencia honlapjara: https://www.hbs-conference.hu/2024 fel is toltétte. Koszonjuk az
alapos dokumentalast!

A rendezvény lebonyolitasaban az immar 30 éves Dimanod Congress Kft. munkatarsai segitették
a szervezOket, kitlin6 hozzaértéssel.

A konferencia szervezébizottsaga (Buday Laszld, Kovacs Mihaly, Lontay Beata, Lipinszki Zoltan,
Micsonai Andras, Vas Virag) nevében ezuton kOszoénjik az ELTE TTK és a HUN-REN TTK

hozzajarulasat a konferencia megszervezéséhez nyujtott tamogatasukért.

Talalkozzunk legk6zelebb a 2025 marciusaban megrendezésre kerllé Hungarian Molecular Life
Sciences konferencian Egerben!
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MILANO 29 June - 3 July 2024

Ity | milimne MiCo - Mawne Convenzion Centre
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Welcome to the :I{..FEQ_S"qgg“gfessi_ :
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48th FEBS Congress
~Mining biochemistry for human health
and well-being”

Lipinszki Zoltan

FEBS Member Society Representative
Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont
Biokémiai Intézet
https://2024.febscongress.org/

Az idei, sorrendben 23. FEBS Young Scientists’ Forum (junius 26-29.) és a 48. FEBS Kongresszus
(junius 29 - julius 3.) Lombardia gazdasagi és kulturdlis févarosaban, Milandban keriilt
megrendezésre. A kongresszust szervezd Olasz Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tarsasag
méltd helyszint valasztott a rendezvény rangjahoz. A résztvev6k nemcsak a gazdag tudomanyos
és tudomanynépszerisité programokon vehettek részt, hanem lehet6ségiik nyilt felfedezni
Milané épitészeti remekeit, galéridit és mulzeumait, valamint gasztrondmiai és kulturalis
élményekkel is gazdagodhattak. A konferencidnak az Allianz MiCo kézpont adott otthont, amely
tagas tereivel és modern el6addétermeivel idedlis kérnyezetet biztositott a poszterprezentacidk,
a FEBS-aktivitdsok, a kidllitéi standok és a szamos, parhuzamosan zajlo szekcidelGadas
zavartalan lebonyolitasahoz.

Az idei kongresszuson az altaldnos biotudomanyi szekciékon tul nagy hangsulyt kaptak a korunk
problémait érint6 témak is, mint példaul a kérnyezeti biotechnoldgia, valamint az emberi jolétet,
egészséget és betegségeket érinté biotechnoldgiai kihivasok. A tudomanyos program o6t
helyszinen zajlott. A kiallitbcsarnokban tekinthettiilk meg a posztereket, harom napra lebontva,
valamint itt kaptak helyet a FEBS standok is, ahol megismerkedhettiink a FEBS bizottsagaival,
aktivitasaival, jatékos vetélkeddivel, a fiatal kutatok szekcidjanak tevékenységeivel, illetve a
FEBS folyoiratainak (The FEBS Journal, FEBS OpenBio, Molecular Oncology és FEBS Letters)
képviselGivel. A kongresszus eseményeit mobilalkalmazason keresztll lehetett kovetni, amely
rendkivil hasznos és felhasznaldbarat segitGtars volt a résztvevok szamara.

Az eléadasok egy nagy el6addteremben és négy kisebb teremben zajlottak parhuzamosan. Az
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Ot nap alatt 15 plenaris el6adast hallgathattunk meg, amelyek tébbsége valamilyen dijhoz vagy
kitiintetéshez kapcsoldodott, és minden esetben a tématertlilet legkivaldbb kutatoéi tartottak.
Emellett mintegy 30 szimpdzium és 19 specialis szekcié keretében 85 meghivott kutato
el6adasat kdvethettiik nyomon. Az 1560 beérkezett 6sszefoglalobdl kivalasztott 68 révid eléadas
(15 perc) és 71 villamel6adas (3 perc) soran a kutaték bemutathattak csoportjuk vagy sajat
munkajuk eredményeit. Emellett mintegy 40 el6adast hallgathattunk meg kiilonb6z6
tudomanyos és tudomanyhoz kapcsolodd témakban a specidlis szekcidkban, mint példaul a
,Tudomany és tarsadalom”, ,Uj kutatési lehet8ségek” és a ,Tudomany az utcan”. A konferencian
1400 poszter kerult kidllitasra, amelyek kézul a FEBS folydiratainak szakmai zs(irije kivalasztotta
és dijazta a legjobbakat.

A kongresszuson 2000 f6 vett részt, tobb mint 60 orszagbdl, ami jelentds ndvekedést jelent az
el6z6 évi részvételi szamokhoz képest. Magyarorszagot és a Magyar Biokémiai Egyeslletet
(MBKE) 30 f6 képviselte, ami elmaradt a korabbi évek atlagatél. A magyar résztvevék kozul
hatan felvételt nyertek a kongresszust megel6z6 haromnapos Young Scientists’ Forumra (YSF)
is (Onhausz Benita, Hana Kaci, Ungvari Addm, Keller Ilka, Nagy Nikolett és Nagy-Kanta Eszter),
amelyen 28 orszag 106 fiatal kutatdja vett részt. A magyar kutatdhelyekrdl érkez6 résztvevok
kozll 23-an poszter formajaban mutattdk be munkajukat, Hana Kaci (HUN-REN TTK) és Nagy-
Kanta Eszter (PPKE) villamel6adast, Nagy Nikolett (HUN-REN TTK) és Nguyen Huu Huong (DE)
pedig rovid el6adast tartottak. Az MBKE altal felterjesztett kutatdk kozll Kovacs Mihaly (ELTE,
TTK), az MBKE alelndke, meghivott eldadoként kivalo prezentacioval ismertette kutatécsoportja
eredményeit, és emellett a szekcié tarselndkeként is szerepelt. A magyarok részvétele az idei
kongresszuson bar szerényebb volt a korabbi évekhez képest, mégis jelentds és aktiv maradt.

|

1. dbra. Balrél jobbra: Miguel de La Rosa (FEBS Fétitkar), Fésiis LaszI6 (DE), Joan J. Guinovart (IRB,
Barcelona) és Jerka Dumic (a FEBS Integration and Networking Committee elnéke) az Israel Pecht-du
ataddjan a 48. FEBS Kongresszuson Milanoban (a FEBS engedélyevel).

Kiemelendd, hogy a FEBS egyik legrangosabb kitlintetését, az Israel Pecht-dijat els6ként vehette
at Féslis Laszl6 professzor (DE) és Joan J. Guinovart professzor (IRB Barcelona) a kongresszus
nyitéiinnepségén (1. abra). Ez az Uj dij, amelyet a FEBS 60. évforduldja alkalmabdl alapitottak,
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olyan kutatok elismerésére szolgal, akik kiemelkedd erdfeszitéseikkel és elkotelezettségukkel
jelentés mértékben hozzajarultak a FEBS tagszervezeteinek tevékenységéhez, valamint
el6segitették a FEBS-szel valo hatékony egyuttm(ikodést. Fésis professzort a Magyar Biokémiai
Egyesilet terjesztette fel a dijra. A magyarok elismerése azonban itt nem ért véget: idén
Vértessy G. Beata professzor kapta a FEBS Diplome d'Honneur dijat (2. abra). Ezt a rangos
elismerést a FEBS vezetdsége olyan kivalé biokémikusoknak vagy molekuldris biolégusoknak
itéli oda, akik kiemelked6 munkat végeztek a szervezet munkajaban és elismertségének
novelésében. Gratuldlunk mindkét kitlintetett kolléganknak!

Beszamol6 az MSR talalkozorol:

A Kongresszus keretében megrendezésre kerilt a FEBS tagszervezeteinek képviselGit (Member
Society Representative, MSR) tomorit6 zartkorld talalkozdé, amelyen 35 MSR vett részt. A
talalkozot Jerka Dumié, a FEBS Integracios Bizottsag elntke koordinalta. Az idei évben,
rendhagy6é maddon, a taldlkozé haromnaposra boviilt, és szamos érdekes feladat vart rank. Az
egyik Ujdonsag az volt, hogy minden tagszervezetnek az egyesliletét bemutatd posztert kellett
készitenie, majd ezt a posztert be kellett mutatnia a tobbi MSR-nek. Ez a kezdeményezés elérte
a céljat: konstruktiv beszélgetések folytak a poszterek el6tt, és az MSR-ek kozelebbrdl is
megismerhették egymas egyeslleteinek m(ikodését, problémait és kihivasait. Az MBKE
poszterét Vas Virag, Réty Lilla és Takacs Tamas készitette Szlics Maria segitségével.

2, abra. Vértessy G. Beata 2024-ben, a milanoi FEBS Kongresszuson vette at a Diplome d’Honneur dijat
Miguel de La Rosa-tol.

Az els6 MSR talalkozdén 6t csoportra osztottak benniinket, és az MBKE a holland, olasz, izraeli,
lett és litvan csapathoz kerilt. Els6é feladatunk az volt, hogy kézésen megfogalmazzunk harom
olyan FEBS tevékenységet, amelyet hasznosnak itélink (példaul FEBS3+ talalkozdk, palyazatok,
YSF), és harom olyat, amelyet nehézkesnek vagy javitanddénak tartunk (példaul birokracia,
kommunikaciés problémak, valamint palyazatok, amelyek gyakorlatilag elérhetetlenek a nem
nyugat-eurdpai orszagok szamara). A FEBS arra volt kivancsi, mely kezdeményezései mikédnek
jol, és melyeken sziikséges javitani. Ezt kdvetéen minden tagszervezet beszamolt arrél, hogy
mely tevékenységeiket emelnék ki, és melyeken javitananak. A legtobb egyeslilet pozitivumként
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emlitette a vandorgyl(léseket, a fiatalok tAmogatasat, az egyéb tudomanyos egyeslletekkel vald
egyuttm(kodést, a FEBS3+ taldlkozok szervezését, valamint az egyesileti folydiratok
megjelenését. Ugyanakkor aggodalmukat fejezték ki a taglétszam cs6kkenése és a
finanszirozasi problémak miatt.

A masodik MSR meeting soran ismét csoportokba rendezédve taldlkoztunk a FEBS Végrehajto
Bizottsaganak tagjaival, akiknek kérdéseket tehettink fel. A Pénzlgyi Bizottsag részérdl a
Kincstarnok beszamolt arrdl, hogy mig az el6z6 évben a FEBS bevételei teljes mértékben
fedezték a szervezet tevékenységeit, az idei évben a csokkend folydirat-elbfizetések, az open
access terjedése és a predator Ujsagok megjelenése miatt a bevételek mar csak az
0sszkoltségek 50%-at fedezik. Ezt Ugy kivanjak orvosolni, hogy a FEBS pénzét részvényekbe és
mas befektetési formakba helyezik, ugyanakkor varjak a tovabbi javaslatokat is. Az Oktatasi és
Képzési Bizottsag ismertette, hogy megalakitottak a FEBS Education and Training Academy-t és
a FEBS Junior Section-t. Utdbbi vezetGje, Irene Diaz-Moreno, kiilon kiemelte, hogy az MBKE
Junior Szekcidja az egyik legaktivabb és leghatékonyabb, és megdicsérte a tagok aktivitasat
mindennapi tevékenységeik soran, valamint a YSF-en és a FEBS kongresszuson mutatott
részvétellkért. Ez kilondsen 6romteli volt, mivel sok egyeslilet még nem is hallott a Junior
Section nyUjtotta lehet8ségekrél. Az Oszténdijbizottsdg bemutatta a FEBS palyazati rendszerét,
kiemelve, hogy a Short Term Fellowship nagy népszerliségnek 6rvend, de sokan palyaznak a
Summer Fellowship-re is (max. 3 hdnap, 3500 EUR/hd), amelyhez nem feltétel a FEBS tagsag.
Az Africa Fellowship-re tovabbra is kevés palyazat érkezik, f6leg nem nyugat-eurdpai
orszagokbdl. Kiemelték tovabba az Uj Booster Fund-ot, amelyre fiatal, kutatécsoportot épitd
kollégak palyazhatnak, és 25.000 EUR tamogatast nyerhetnek el. Végezetil bemutattak a PI-ok
szamara meghirdetett FEBS Excellence Award kivalosagi tdmogatast (100.000 EUR). Ezzel
kapcsolatban kisebb vita alakult ki, mivel tobbek szerint a nem nyugat-eurdpai orszagok, ahol
kevesebb az ERC-nyertes, sokkal kisebb eséllyel palyazhatnak. Nem biztos, hogy az ERC altal
tamogatott kutatoknak ez a tdmogatas olyan nagy segitséget jelentene. A FEBS azonban
hatarozottan allitotta, hogy ortilnek annak, hogy ERC nyerteseket tdmogathatnak, és nem kivan
valtoztatni a palyazati értékelésen. Ezutan a Publikacios Bizottsag aggodalmat fejezte ki a
csokkend arbevételek miatt, valamint attdl tartanak, hogy a Wiley kiadd is visszaléphet a FEBS
folyodiratok tdmogatasatol. Felhivtak az egyesiletek figyelmét, hogy minél tobben publikaljanak
a FEBS folydirataiban. Magyarorszagon erre ingyenes lehet0ség is kinalkozik, mivel az EISZ
program keretében kotott Open Access kvotak a Wiley kiadora is kiterjednek, ami szamos hazai
kutatdintézetnek és egyetemnek biztosit koltségmentes publikalasi lehet6séget (bGvebb
informacié  itt:  https://eisz.mtak.hu/index.php/hu/open-access/open-access-megallapoda-
sok.html).

A harmadik MSR taldlkozén a FEBS folyodiratok szerkesztObizottsagaval talalkoztunk, akik
bemutattak a folyoiratok profiljat és az Uj publikacidés formatumokat (példaul a FEBS OpenBio
Research Protocol-t). Ez egy révidebb taldlkozo volt, de az Gizenet egyértelm( volt: publikdljunk
a FEBS folydirataiban! Erdekességként megjegyzendd, hogy bar a FEBS tobb alkalommal is
felhivta a figyelmlnket arra, hogy ne publikdljunk a ,négybetlis” kiadd folydirataiban, a
kongresszuson ennek ellenére megjelent a kiadd standja, valamint szponzori tdmogatassal is
jelen voltak. Errél a FEBS nem kapott el6zetes tajékoztatast, a konferenciaszervez6 céget pedig
lathatéan nem zavarta a helyzet.
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A Kongresszust kdvet6en tartotta meg a FEBS Council szokasos éves gylilését, amelyen részt
vett az MBKE elndke, Buday Ldaszld is. A Tandcs tobbek kozott megvalasztotta az Uj bizottsagi
tagokat, amelynek magyar vonatkozasa, hogy Vértessy G. Beatat valasztotta meg a Pénzlgyi
Bizottsag legujabb tagjanak.

Végezetil tajékoztatom a tagsagot, hogy a 2025. évi 49. FEBS Kongresszust (Bridging
Continents to Advance Life Science) a Torok Biokémiai Tarsasag szervezi Isztambulban, 2025.
julius 5-9. koOzOtt, amelyre novembertdl lehet jelentkezni (https://2025.febscongress.org/).
Kulénosen felhivnam a fiatal kollégak figyelmét, hogy a kongresszust megel6z6 YSF-re 2024,
december kozepéig lehet palyazni (https://2025.febscongress.org/ysf-applications). A YSF
kivald lehet6séget biztosit PhD-hallgatoknak és kezdd posztdoktor kutatdknak, hogy részt
vegyenek egy szinvonalas tudomanyos férumon, valamint az azt koveté kongresszuson. A
sikeres palyazok részvételi, szallas és utazasi koltségeit a FEBS finanszirozza.

A 2024. évi YSF és FEBS kongresszuson készult képek ezen a linken tekinthet6k meg: https://
2024 .febscongress.org/photo-galleries
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FEBS Young Scientists’ Forum

Nagy-Kanta Eszter
Pazmany Péter Katolikus Egyetem,
Informacios Technolégiai és Bionikai Kar, Budapest

e-mail: nagy-kanta.eszter@itk.ppke.hu

A Fiatal Tuddsok Férumat (Young Scientists’ Forum (YSF)) 2001 6ta a FEBS Kongresszus el6tti
négy napban rendezik meg. Minden évben 100 PhD hallgatd és fiatal posztdok jelentkezését
fogadjak el, nekik a szervezet a YSF és FEBS Kongresszus minden koltségét szponzoralja
(regisztracio dija + szallas, részben az utazas dija is). Az egyetlen ,ara” ennek a nagyvonall
ajanlatnak, hogy minden résztvevd életében egyszer vehet részt ebben a programban.

A helyszin idén Pavia varosa volt, Milanéhoz kozel; az 1300-as években alapitott egyetem falai
kozott, kllonleges atmoszféraban hallgathattuk az el6adasokat és kodstolgathattuk az olasz
kavét és siuteményeket. A kornyezetnek, a kis létszamnak és a szervezésnek kdszonhetGen
valéban alkalom nyilt olyan inspiralo talalkozasokra és beszélgetésekre, amik megalapozhatnak
egy-egy hosszabb tavu barati vagy szakmai kapcsolatot.

A plenaris Ulések el6adoi, kivétel nélkil, konnyen megkozelithetéek és megszolithatéak voltak,
és akar személyesebb, karrier Gttal kapcsolatos kérdésekben is nyitottak voltak beszélgetésre.
Az idén els6 alkalommal megszervezett mentor-program is ezt volt hivatott el6segiteni, ahol
el6zetes regisztracio utan alkalmunk nyilt kotetlenil beszélgetni egy korabban FEBS Excellence
dijat elnyert fiatal csoportvezetOvel. Gyakorolhattuk az egyperces (Un. elevator pitch)
bemutatkozas miuifajat: minden résztvevének két percben kellett bemutatnia a poszterét a teljes
k6zonség el6tt a megszokott poszter szekciot megel6zGen.

Az egyik legizgalmasabb programpont a négy szeminarium volt, ahol szenior, rutinos kutatok
iranyitasaval tomeény oOsszefoglalot kaptunk arrdl, hogy mi kertljon bele minden labor
jegyz6konyvbe (a jo, a rossz és a csuf is!), hogy milyen szemlivegen keresztiil érdemes
Onéletrajzot késziteni, hogy milyen praktikakat tudunk bevetni, amikor a 2000-es években
szlletett egyetemistakat oktatjuk, illetve hogy milyen sokkoléan magas aranyban talalhatoak
nem megbizhato cikkek a globalis tudomanyos szakirodalomban, és mihez kezdhetlink ezekkel,
Csupa olyan témat dolgoztunk fel gyakorlati példakon keresztlil, ami 6nmagaban is megért volna
egy-egy napot. Mindenkinek a javara valhat az ott megszerzett tudas, akar az akadémiai
szféraban helyezkedik el hosszu tavon, akar nem.

Az biztos, hogy ezt az ,életben egyszer” megtapasztalhaté rendezvényt mindenkinek nagyon

ajanlom, mindenki megtalalhatja benne azt, amiért érdemes részt venni, és amit kamatoztatni
tud beldle a karrierje soran.
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A képen Réthi-Nagy Zsuzsanna az els6, Nagy-Kanta Eszter az utolsé a sorban.
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ElIménybeszamolé6 a 2024-es FEBS
kongresszusrol

, Réthi-Nagy Zsuzsanna
Magyar Molekularis Kivalésagi Kézpont (HCEMM), Szeged
e-mail: zsuzsanna.rethi-nagy@hcemm.eu

A FEBS Kongresszus minden évben egy kiemelkedd esemény a biokémiai és molekularis bioldgiai
kutatok szamara. Idén Milandban rendezték meg a kongresszust janius 29 és julius 3 kozott.
Masodszor volt lehet6ségem részt venni a FEBS éves kongresszusan, és idén sem bantam meg
a részvételt. Mint a biokémia irant elkotelezett kutatd, izgatottan vartam, hogy részt vehessek
ezen a rangos eseményen, amely Uj perspektivakat nyujtott kutatasaim szamara. A kongresszus
mar a 48. alkalommal kerillt megrendezésre, és minden alkalommal lenyligéz az esemény
sokszinlisége és nagysaga (tébb, mint 2000 résztvevé regisztralt).

Hihetetlennek tartom, hogy a négy parhuzamosan zajlé szekcié valamelyikében ne taldlna az
ember az érdeklddési koréhez kozel allé tudomanyos elbadast. Gyakran éreztem, hogy
legszivesebben egyszerre két helyen lennék. A tébb szaz el6adas és poszter bemutatd kozott
jarva amulatba ejtett, milyen sokféle témaval foglalkoznak a biokémia teriletén bellil a kutatok.
A szakmai beszamoldkon tul a szervez6k nagy hangsulyt fektettek arra is, hogy bemutassak a
FEBS munkassagat. Az érdeklédbk el6adasokat hallgathattak a kutatok szamara elérhetd karrier
lehet6ségekrol, tamogatasokrdél, palyazati, valamint a publikacids lehet6ségekrdl. Hasznos
tanacsokat kaptunk példaul arrdl is, hogyan tehetjik publikacidinkat kénnyen elérhetové és
érthet6évé, vagy hogy milyen szempontokat érdemes figyelembe venni grafikus absztrakt
készitése soran.

Az idei rendezvény kilénleges volt, mert a FEBS idén, 2024-ben lnnepli fennalldsanak 60. évét.
Ennek tiszteletére szamos hagyomanyosan kiosztott rangos elismerés és dij atadasa mellett Gj
kezdeményezések is elindultak, példaul a Bio-art kép verseny, amire mikroszképos fényképekkel
lehetett nevezni, hogy ,bemutassuk a szépséget a bioldgiai tudomanyok mogott”. A nyertes
palyamunkat (cime: Yin és Yang eml6daganatban) Roman Marti Diaz készitette, 500 eurdval
térhetett haza.

https://www.febs.org/news/febs-60th-anniversary-bio-art-image-contest-results/

A tudomanyos programok mellett a szervezOk igyekeztek megismertetni bennlinket az olasz
életérzéssel is. A résztvevOk elGzetesen regisztralhattak bor-, sajt-, és olasz ételkdstoldkra,
amelyek nemcsak izletes élményt nyudjtottak, hanem kivald lehetOséget is adtak a kapcsolati
halok épitésére. Ezeken az eseményeken sziiletnek a legjobb kollaboraciok.

A 2024-es FEBS Kongresszus nemcsak szakmai szempontbdl volt gazdagitdo, hanem Uj
inspiraciot is adott a jovObeli kutatasaimhoz. Szivbdl ajanlom a 2025-6s, Isztambulban
megrendezésre kerllé 49. FEBS kongresszust mindenkinek, de azoknak klilondsen, akik még
nem vettek részt ezen a lenylig6z6 rendezvényen.
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ﬂé* FEBS Advanced Lecture Course:
" 5t" Danube Conference on Epigenetics
3 o 28-31 October 2024, Budapest, Hungary

% |nvutatidﬁ

Following the success of the previous Epigenetic Conferences in Budapest :
(2012, 2014, 2016, 2018 and 2022) we are delighted to announce that the |mportant dates S
| next Danube Conference on Epigenetics will be held between :

28-31 October, 2024 again in Budapest. Submission of abstracts

30 June 2024
The following topics will be discussed in detail:

31 August 2024
. Epigenetics and model organisms .

. Transgenerational inheritance

1. Data visualisation Payment of early registration fee
2. Epigenetics and transcription 15 July 2024

3. Epigenetics and differentiation

4. Epigenetics and disease Recomm.ended date for hotel

5. Epigenetics and aging reservation

6

7

Cancellatlon of registration
. . without penalty
ConfirmediSpeakers 10 September 2024
Keynote Lecturers EMBO Keynote Lecturer
Kenneth Zaret, USA Maria-Elena Torres-Padilla, Germany -
Oded Rechavi, /srael m ©rgan|3|ng
Committee

Confirmed Speakers

Julie Ahringer, UK Susan Mango, Switzerland Tamas Aranyi, Hungary

Cecilia Arraiano, Portugal Celia Martinez-Jimenez, Germany Petra Hajkova, UK

BT, BLS Eric Miska, UK Celia Martinez-Jlimenez, Germany
Kristian Helin, UK J. Andrew Pospisilik, USA Andrew Pospisilik, Germany

lan R Henderson, UK Claire Rougeulle, France e Sl ey
Nicola lovino, Germany Peter Tessarz, The Netherlands !

Helena Jambor, Germany Laszlo Tora, France L 0 1tz i

Rob Klose, UK Michiel Vermeulen, The Netherlands

Tineke Lenstra, The Netherlands

SAVERMILEIDATE!
2823]




VI. SEJT-, FEJLODES- ES
OSSEJTBIOLOGIA KONFERENCIA

2024 . november 8.

Helyszin:
Semmelweis Egyetem AOK,
Anatdomia, Szdvet- és Fejlodestanl Intézet

Szervezok:

Nagy Nandor, Kocsis Katalin,
Fejszak Noéra, Dé6éra David

Tamogatok: .5 MAGE
. . Sejt- és
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~Attekinté k6zlemények az MBKE
tagjainak tollabol” cimu rovat felhivasa

Sarkadi Balazs
rovatvezeto

A BIOKEMIA folydiratban hiriil kivdnjuk adni a MBKE tagok altal irt, jelentés nemzetkézi
folydiratokban megjelent angol nyelvl attekinté (review) cikkeket. Biztosak vagyunk benne,
hogy ez lehet6vé tenné a hazai laboratériumokban m(ivelt témak jobb megismerését, anélkil,
hogy a szerzoknek barmilyen kilon munkat jelentene.

Az ,Attekinté kozlemények az MBKE tagjainak tolldbdl” cim( rovatban bekuldétt dsszefoglaldk
megjelenési formaja: az eredeti cikk els6é oldalanak pdf valtozata (amennyiben ezt a folydirat

engedi) és egy, a cikkhez vezetd link.

A bekuldés folyamatos az alabbi cimre: sarkadi@biomembrane.hu

—_—
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Varjuk a 2023 /2024-ben keésziilt
PhD disszertaciokat bemutato
osszefoglalokat

Nyitray Laszlo

rovatvezeto

Biztatunk minden, a BIOKEMIA Ujsdgot olvasé doktori témavezetSt, hogy kériék meg
doktoranduszaikat, hogy éljenek ezzel a lehetGséggel, és irjanak egy Osszefoglalot a
disszertaciéjukban bemutatott eredményeikrdl.

A ROVAT CELJA:

A BIOKEMIA folydirat szerkeszt6bizottsagaban felmerllt egy kilon rovat inditdsa, melynek
keretében lehet0séget teremtiink a PhD fokozatukat a biokémia terlletén frissen megszerz6
fiatalok szdmara az eredményeik révid formaban torténé bemutatasara. A rovat elinditasat az is
indokolta, hogy az ugyan barki szamara él6ben meghallgathatd, de korlatozott nyilvanossagu
doktori védések, €s a szintén nem tul széles kérben olvasott doktori disszertaciok mellett,
megjelenést biztositsunk a BIOKEMIA lapban a fiatal kutatok szamara.

Ugyan késziil minden értekezés mellé egy tézisfiizet, de ugy gondoljuk, hogy egy par oldalas,
illusztraciokkal ellatott 6sszefoglalé kézlésével szélesebb nyilvanossaghoz jutnak a tudomany
jovajét képvisel6 fiataljaink.

A kéziratokat folyamatosan varjuk!

A cikkeket a BIOKEMIA honlapjan megtaldlhaté formai kovetelmények (https://www.
mbkegy.hu/apps/mbkegy/pages/index.html#!/ContentById/900) betartasaval, az Ujsagban
2022-ben kozodlt korabbi dsszefoglaldkat mintaul véve kérjik megirni, azzal a valtoztatassal,
hogy a referencia lista formatuma a FEBS Journal altal alkalmazott stilust kdvesse, és
kériink szépen angol nyelvi cimet, absztraktot, és szintén angol nyelvii kulcsszavakat
(4-6) is a magyar nyelv( 6sszefoglaléhoz.

Az elkészilt cikket az aldbbi cimre varjuk: nyitray@elte.hu
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A Forum rovat felhivasa

Gallyas Ferenc
rovatvezeto

A BIOKEMIA folydirat Férum rovata kozérdek(i bejelentéseket, kutatoi véleményeket, esetleges
tudoméanyos diszkusszidkat ad kozre. Biztatjuk ezért az MBKE tagokat és a BIOKEMIA olvasdit,
hogy éljenek a Forum rovat lehet6ségeivel! Az iras barmilyen, a tudomanyos kozéletet
érinto vagy foglalkoztato témat érinthet, kiilonosebb megkotések nélkiil.

Szerkesztéségiink batorit mindenkit, hogy véleményét, vagy témafrelveté gondolatat kiildje el
Gallyas Ferenc rovatvezetének a ferenc.gallyas@aok.pte.hu e-mail cimre.
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Tudomanyos cikkek
Attekint6 Ssszefoglalok

PhD disszertaciok bemutatasa

-
J Kitlintetések, elismerések
\/\/ Munkacsoportok bemutatasa
o ‘ Konferencia felhivasok és beszamolok

FEBS hirek

Aktualitasok

Szerkesztoségiink folyamatosan varja
az U] HIREKET a BIOKEMIA VILAGABOL!
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Elérhetdségiink:

biokemia.szerkesztoseg@ttk.hu



