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MULTIFUNKCIOS OJTASOS CSILLAG KOPOLIMEREK ELOALLITASA ES
FELHASZNALASA

Soltész Amalia

Célul taztik ki olyan csillag polimer alapu ojtasos makromolekulak eldallitasat, melyeket nagy
funkcios csoportszdm jellemez. Ehhez az atomataddsos gyokds polimerizacios (ATRP) eljarést
valasztottuk, melynek alkalmazésa soran a megfeleld reakciokoriilmények kivalasztdsaval elérhetd,
hogy a polimerek szerkezete és dsszetétele jol tervezhetd legyen.

Munkank soran elsé 1épésként metil-metakrilat és 2-hidroxietil-metakrilat kopolimerizaciojaval csillag
polimereket allitottunk eld kiilonb6zé kisérleti koriilmények kozott. Az eldallitott makromolekulak
hidroxilcsoportjainak atalakitdsaval lehetdség nyilik arra, hogy kiilonféle funkcidés csoportokat
épitsiink be a polimerbe. Eszteresitési reakcioval egyrészt a-brom-izobutiril csoportokat alakitottunk
ki a makromolekulaban, ezaltal makroinciatort nyerve; masrészt pedig metakriloil-csoport bevitelével
nagyszamu kettés kotést tartalmazo polimer nanorészecskéket hoztunk létre. Igazoltuk, hogy az
eléallitott makroiniciator felhasznalasaval sikeresen szintetizalhato ojtasos csillag kopolimer (1. abra).

Ezen makromolekulakban a funkciés csoportok szama nagyobb, mint a kiindulasi csillag polimerben.

L. abra Multifunkcios ojtasos csillag kopolimer sematikus dbrdaja (X: funkcios csoportokat jelol)
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SYNTHESIS AND UTILIZATION OF MULTIFUNCTIONAL STAR COPOLYMERS

Amalia Soltész

Our aim was to synthesize multifunctional graft copolymers with star polymer cores. Atom transfer
radical polymerization (ATRP), which allows preparation of macromolecules with well-defined
structure and composition by use of appropriate reaction conditions, was used to prepare these unique
macromolecular nanoparticles.

In the first step, star polymers were synthesized via copolymerization of methyl methacrylate and 2-
hydroxyethyl methacrylate using different reaction conditions. The hydroxyl groups in the synthesized
macromolecules can be utilized to generate polymers with various functional groups. Via
esterification, macroinitiators or vinyl group containing polymer nanoparticles can be prepared. It was
confirmed that grafted star copolymers were obtained by subsequent use of the macroinitiator (Fig. 1).

These macromolecules possess more functional groups than the original star polymers.

Figure 1 Multifunctional star-like graft copolymer (X: functional group)
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LINEARIS ES HIPERELAGAZASOS FUNKCIOS POLIMEREK SZINTEZISE
Kasza Gyorgy, Ivan Béla

Napjainkban egyre inkabb el6térbe keriilnek a jol definilt szerkezettel és funkcionalitdssal rendelkez6
polimerek.

Munkank soran két eltéré polimer funkcionalizasat tanulmanyoztuk. Vizsgaltuk az atomatadasos
gyokos polimerizacioval (ATRP) eléallitott brom-telekelikus polisztirol lancvégeinek atalakitasat. Az
ATRP-vel eléallitott polisztirolbdl sikeresen allitottunk el6 allil-telekelikus polisztirolt karbokationos
polimerizacios koriilmények kozott. Tanulmanyoztuk a lancvégi allil-csoportok kiilonb6zo
reakciokkal torténd atalakitasat, mellyel célunk volt hidroxil-, karboxil- és amin-telekelikus polisztirol
eléallitasa. A polisztirol lancvégmodositasanak sémaja az 1. abran lathatd. Eredményeink alapjan
kijelenthet6, hogy sikeresen el6allitottunk hidroxil-telekelikus polisztirolt hidroboralast kovetd

oxidacioval, illetve mindharom funkcids csoportot kialakitottuk a polimer lancvégeken tiol-én “’klikk”

reakcioval.
Br. _Br Br ‘ Br

. Ny ATRP Im "-m ATMS

n —_— —_—

QA ™
Hidroboralas
tiol-én "klikk"
HO OH
m n-m SH-R
R,S S\R

m n-m
1. abra Telekelikus polisztirol szintézisének és lancvégmodositisanak sémdja

A masik altalunk vizsgalt polimer a hiperelagazéasos poliglicerol (HbPG), mely a mar a gyogyaszatban
elterjedt poli(etilén-glikol) elagazo struktaraju analdgja. Amellett, hogy a nagyszamu lancmenti és
lancvégi hidroxilcsoport miatt jo a vizoldhatosaga, korabbi kutatasok igazoltak, hogy a HbPG
bikompatibilis és az oligo-glicerol mar az FDA altal engedélyezett anyag. Ezek alapjan a megfeleléen
funkcionalizalt HbPG alkalmas lehet hordozok és szenzorok eldallitasara és alkalmazasara bioldgiai
rendszerekben. Munkank soran célunk volt sziik molekulatomeg-eloszlasti mono-allil-funkciés HbPG
szintézise, melynek kvantitativ atalakitdsaval jol definialt konjugaciés reakcidokban alkalmazhatd
funkcids csoporttal rendelkez6 HbPG-t nyerhetiink.

Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a kettds kotés ozonolizisével sikeresen eldallitottunk mono-
aldehid-funkciés HbPG-t, valamint tiol-én ”klikk” reakciokkal amin-, illetve karboxilcsoporttal

rendelkez0 hiperelagazasos makromolekularis nanorészecskéket.
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SYNTHESIS OF LINEAR AND HYPERBRANCHED FUNCTIONAL POLYMERS
Gyorgy Kasza, Béla Ivan

Nowadays, significant attention is paid to the production of polymers with well-defined topology and
functionality.

In our work we have studied the functionalization of two different polymers. We investigated the
transformation of chain-end of bromo-telechelic polystyrene, which was synthesized by atom transfer
radical polymerization (ATRP) of styrene. The allyl-telechelic polystyrene was successfully
synthesized by carbocationic allylation. We studied the transformation of allyl chain-end with
different reactions. Our aim was to produce hydroxyl, carboxyl and amine telechelic polystyrenes. The
scheme of chain-end modifications of polystyrene is shown in Fig. 1. Our results indicate that
hydroxyl-telechelic polystyrene was successfully produced by hydroboration followed by oxidation,

and we created all the other functional groups on the polymer chain-end by thiol-ene "click™ reactions.

Hydroboration
Thiol-ene "click"
HO OH
m n-m SH-R
R’S S\R

m n-m
Figure 1 The scheme of chain-end modifications of polystyrene

The other polymer studied by us is hyperbranched polyglycerol (HbPG), which is the branched
analogue of the poly(ethylene glycol) uses in widespread already in medical applications. In addition
to the high water solubility, previous studies have shown that HbPG is biocompatible and oligo-
glycerol has been approved by the FDA. Based on these, the properly functionalized HbPG may be
suitable for production of carriers and sensors, and for application in biological systems. Our aim was
the synthesis of mono-allyl functional HbPG with narrow molecular weight distribution, and
quantitative transformation of the allyl-group to well-defined functional groups which are applicable
in conjugation reactions.

Our results indicate that the ozonolysis of the double bond successfully results in mono-aldehyde
functional HbPG. Mono-amine and mono-carboxylic functional HbPG were obtained by thiol-ene

"click" reactions.
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POLI(N-1ZOPROPIL-AKRILAMID) ALAPU HIBRID POLIMEREK ES GELEK
Osvath Zsoéfia, Ivan Béla

Az utdbbi évtizedben jelentdsen megnott az érdeklédés az ugynevezett adaptiv (intelligens) polimerek
irant. Ezek az anyagok bizonyos hatasokra képesek egyértelmii, gyors, reverzibilis és nem linearis
valaszt adni, melynek soran alapvet6 tulajdonsagaik valtoznak meg. Ezt a polimer kémiadban mar jol
ismert jelenséget eddig foként csak szerves anyagok felhasznalasaval érték el. Ezen anyagok azonban
csekély mechanikai szilardaggal és stabilitassal rendelkeznek.

Munkank soran szerves és szervetlen komponenseket is tartalmazo hibrid polimereket és géleket
kisérletiink meg 1étrehozni Ggy, hogy az adaptiv tulajdonsagok megmaradjanak, és mechanikailag
stabilabb anyaghoz jussunk. Elsé Iépésben olyan poli(N-izopropil-akrilamid)ot allitottunk eld
lancatadasos gyokos polimerizacioval, amely trimetoxi-szilil végesoportot tartalmaz. Ezt a prekurzort
szol-gél modszerrel ugy alakitottuk tovabb, hogy egy szervetlen maggal rendelkezé polimerhez
jussunk. Olyan makromolekularis anyagot is eléallitottunk, amelyben a trimetoxi-szilil csoportok a
polimer lanc mentén helyezkednek el. Ezen anyagokat szintén szol-gél modszerrel alakitottuk tovabb,
hogy végiil szerves és szervetlen részekbdl felépiild géleket kapjunk.

Az igy elkészitett polimereknek NMR-spektroszkopidval vizsgéltuk a szerkezetét és képzddésiik
kinetikajat, viszkozitds méréssel kovetkeztettiink a molekulatomegek valtozasara, termogravimetridval
vizsgaltuk a hdallosdgat majd UV-spektroszkopiaval ¢és dinamikus fényszorodasmeréssel
meghataroztuk az alsé kritikus szételegyedési hdmérsékletiiket. A polimerekbdl szol-gél technikaval
létrehozott géleknek a fent emlitett vizsgalati modszereken kiviil kiilonb6z6 oldatokban meghataroztuk
a duzzadasat, modulusz méréssel elemeztiik a mechanikai tulajdonsagait és UV-spektroszkopiaval a

kiilonbo6z0 indikator oldatok felvételét és leadasat.
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POLY(N-ISOPROPYLACRYLAMIDE) BASED HYBRID POLYMERS AND GELS
Zs6fia Osvath, Béla Ivan

There has been significantly increased interest in adaptive (smart) polymers in the last decade. These
materials are able to react to some effects by rapid, reversible and non-linear answer via changing
some of their basic properties. This well-known phenomenon in polymer chemistry has mainly been
achieved by using exclusively organic materials. However, these materials have low mechanical
strength and stability.

In our work, we tried to synthesize hybrid polymer gels which contain organic and inorganic
components attempting to create a way to retain the adaptive properties with increased mechanical
stability. In the first step, poly(N-isopropylacrylamide) was synthesized by chain transfer radical
polymerization which yields trimethoxysilyl endgroup. This precursor has been further transformed by
sol-gel method to get polymers with inorganic core. Macromolecular materials containing pendant
trimethoxy-silyl groups were also synthesized. These substances were also subjected to a sol-gel
process, and finally gels with chemically interconnectred organic and inorganic components were
obtained.

The resulting polymers were analyzed by variety of techniques including by NMR and UV
spectroscopies, viscosity measurements, thermogravimetriy and dynamic light scattering. The latter
was utilized to determine the lower critical solution temperature. The swelling behavior of the hybrid
gels prepapred by the sol-gel technique in various solvents, their mechanical properties and interaction

with different indicator solutions were also investigated.
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POLIIZOBUTILEN ES POLI(POLI(ETILEN-GLIKOL)-METAKRILAT) ALAPU AMFIFIL
MAKROMOLEKULAK ELOALLITASA
Szabo Akos*, Ivan Béla

Az amfifil polimer szerkezetek azon anyagok kozé tartoznak, amelyeknek nagy szerepe lehet a XXI.
szazadi technologiai fejlodésben. Ezen polimerek sokoldalusdga, ami a makromolekularis dsszetevok
kiilonleges tulajdonsagaibol adodik, specialis viselkedést mutatd anyagi rendszerek, tobbek kozott
intelligens anyagok eldallitasara is lehetdséget nyujt.

A korabbi évek soran poliizobutilén és poli(poli(etilén-glikol)-metakrilat) szegmenseken alapuld
triblokk-kopolimereket (1. abra), amfifil kotérhalokat, illetve egyéb makromolekularis rendszereket
allitottunk el6, és ezek alapvetd tulajdonsagait tanulmanyoztuk. Munkank jelen fazisaban kisérletet
tettiink tobbek kozott bazikus csoportot tartalmazd komonomer beépitésére a makromolekularis

rendszerbe, és vizsgaltuk a tulajdonsagok valtozasat.

CHs CHs
erC—CHﬂLQJrc—CHZﬂwJFCHZ C]LQJFCHZ Cqu
CH3 CH3 o= cl:
TCHZ—CHZ—OTCH3 H3CJ{O_CH2_CH2 o)
z z

1. abra A poli(poli(etilén-glikol)-metakrildt)-poliizobutilén triblokk-kopolimer

*ELTE Kémiai Intézet

IRODALOMJEGYZEK
Lutz J-F: Polymerization of oligo(ethylene glycol) (meth)acrylates: Toward new generations of smart

biocompatible materials
JOURNAL OF POLYMER SCIENCE, PART A: POLYMER CHEMISTRY, 46: 3459-3470 (2008)
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SYNTHESIS OF AMPHIPHILIC MACROMOLECULES BASED ON POLYISOBUTYLENE
AND POLY(POLY(ETHYLENE GLYCOL) METHACRYLATE)
Akos Szabo*, Béla Ivan

Amphiphilic polymers belong to a class of unique materials, which are foreseen to play an important
role in the technological development in 21st century since these novel macromolecules possess
special properties which can be utilized for a variety of advanced applications including intelligent
materials.

During our investigations, amphiphilic triblock copolymers (Fig. 1), amphiphilic conetworks and other
new macromolecular strucures containing biocompatible polyisobutylene and poly(poly(ethylene
glycol) methacrylate) segments were previously synthesized and their basic properties were studied.
Currently, we are attempting to build some comonomer units with a basic functional group in these
polymers and examine the effect of the structural change on the behaviour of these macromolecular
systems.

CH CH
X‘[‘C—CHZfQ{‘C—CHZﬂ‘Y*PCHZ C]LQJFCHZ Cqu
CHs CH o= clz
TCHZ—CHZ—OTCHg chJ[O—CHz—CHz o
y4 zZ

Figure 1 Poly(poly(ethylene glycol) methacrylate)-polyisobutylene triblock copolymer

*E6tvos Lorand University, Institute of Chemistry
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B-KARBOLIN SZARMAZEKOK SZERUMFEHERJE KOTODESENEK VIZSGALATA
Domonkos Celesztina

A tradiciondlis tavol-keleti gyogyaszatban alkalmazott gydgyndvényekbdl, mohakbol, tengeri
szivacsokbol és zsdkallatokbol, szdmos kedvezd bioldgiai tulajdonsaggal rendelkezd, telitett és

telitetlen triciklusos gytrtirendszer(i B-karbolin szarmazékot izolaltak [1].
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1. abra A p-karbolin vaz és gyakori szubsztitiicios helyei

Ezen anyagok kozponti idegrendszerre gyakorolt nyugtatd, gorcsoldd és szorongascsokkentd hatdsa
mar jol ismert (affinitds benzodiazepin és szerotonin receptorhoz) [1,2], mig az Gjabb kutatasok
fokuszaban a virus (HIV és Herpes simplex), tumor (méj és emld) és parazita (malaria) ellenes hatés
vizsgalata all [1,3,4]. A vérben a gyogyszermolekulak szallitasat elsésorban a human szérumalbumin
(HSA) ¢és az oy-savas glikoprotein (AGP) végzik. A fehérjék és a hatéanyag kozott 1étrejovo
vérben, ezaltal befolyasolja az alkalmazott terapids dozist. Az AGP egy heterogén, pozitiv akut-fazis
fehérje, melynek koncentracioja a fent emlitett patofiziologias koriilmények kozott jelentOsen
megndvekedhet, valamint genetikai variansainak aranya is médosulhat.

Néhany B-karbolin szarmazék HSA kotédése mar ismeretes [5], de AGP-hez valo affinitasukrol még
nincs informacio. Kutatasunk célja, természetes ¢és szintetikus B-karbolin analogok (Servier
Gyogyaszati Vegytani Kutatéintézet Zrt., Dr. Kotschy Andras) HSA és AGP kotédésének vizsgalata,
szerkezet-hatas Osszefliggések feltérképezése, valamint az esetleges szelektivitas tanulmanyozasa
szeparalt AGP genetikai variansokon. A méréseket fluoreszcencia spektroszkopia, HSA-affinitas

kromatografia és kapillaris elektroforézis technikak segitségével végezziik.
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SERUM PROTEIN BINDING STUDY OF p -CARBOLINE DERIVATIVES
Celesztina Domonkos

B-Carboline alkaloids with saturated and unsaturated tricyclic ring system with many favorable
biological properties were isolated from various herbs, bryozoans, sponges and tunicates, used in the
far eastern traditional medicine [1] .

—
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Figure 1. The skeleton of p-carboline and sites of frequent substitution

Sedative, antispasmodic and anxiolytic effects of these alkaloids for the central nervous system are
already well-known (affinity for benzodiazepine and 5-hydroxytryptamine receptors) [1,2], while
recent research focuses on the investigation of their antiviral (HIV and Herpes simplex), antitumor
(liver and breast) and antiparasitic activities (malaria) [1,3,4]. In the circulatory system, human serum
albumin (HSA) and a;-acid glycoprotein (AGP) are the two main drug-carrying proteins. The strength
of the binding interactions between the proteins and the agent defines the concentration of free drug in
the blood which is responsible for its biological action, thus affecting the applied therapeutic dose.
AGP is a heterogeneous, positive acute-phase component, the concentration of which can significantly
increase under the above-mentioned pathophysiological conditions, and the ratio of its genetic variants
can also change.

Binding characteristics of some B-carboline derivatives to HSA have already been studied [5], but
information about their affinity for AGP is missing. The main goal of our research is the investigation
of the binding of some natural and synthetic B-carboline derivatives (Servier Research Institute of
Medicinal Chemistry, Dr. Andras Kotschy) to AGP and HSA, establishing structure-activity
relationships, as well as examining their potential selectivity on separated AGP genetic variants. In the
binding studies we apply fluorescence spectroscopy, HSA-affinity chromatography and capillary
electrophoresis techniques.
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KLOZAPIN VERSZINT ALAKULASA A CYP3A STATUSZ FUGGVENYEBEN
Toéth Katalin, Temesvari Manna, Szabo Pal, Csukly Gabor*, Bulucz Judit*, Filipovits Dora*,

Bitter Istvan*, Monostory Katalin

A szkizofrénia eldforduldsa 1% koriili a teljes lakossag korében. A terapias protokoll szerint a betegek
kezelése kotelezden antipszichotikumok alkalmazasaval torténik. Az elsd generacids szerek, mint a
Klorpromazin ~ bar  hatékonynak  bizonyultak, sulyos mellékhatasokat (extrapiramidalis
mozgaszavarokat, EP) is okoztak. A ma mar elterjedten hasznalt masodik generacios készitmények
legnagyobb eldnye, hogy nem, vagy kevéssé okoznak EP tiineteket. A szkizofréniaval kezelt betegek
kb. 1/3-a terapia rezisztens, kezelésiikben kimutatottam a klozapin a leghatékonyabb. Viszont a
klozapin alkalmazasa is olyan sulyos mellékhatasokkal jarhat, mint az agranulocitézis (leukocitdk
szamanak csokkenése, illetve teljes eltiinése), ezért lényeges lenne a szérumszint folyamatos
monitorozasa.

Irodalmi adatok alapjan a klozapin metabolizmusaban két CYP enzim, a CYP3A4 és a CYP1A2 vesz
részt. Az in vitro gatlasvizsgalat soran, amelyet human maj mikroszomaval, kiilonbozé CYP szelektiv
gatloszerek jelenlétében végeztiink, az emlitett enzimeken kiviill a CYP2D6 enzim is hozzajarult a
klozapin lebontdsahoz. A metabolitok képzddését HPLC-MS/MS technikaval kovettiik. Két
metabolitot azonositottunk, a klozapin N-oxidot, és a norklozapint, melyek koziil az utobbi
farmakolégiailag aktiv vegyiilet. A klozapin metabolizmusat katalizadldé CYP enzimek genetikai
polimorfizmusa nagyban befolyasolhatja a betegeknél kialakulo vérszintet. A CYP genotipusok és a
mellékhatasok (illetve a klinikai valasz elmaradasa) kozotti korrelacié azonban a legjobb esetben is
csak mérsékelt. Ennek egy lehetséges magyardzata, hogy a CYP fenotipus (gén expresszidja) nagy
mértékben meghatarozza a péciensek aktudlis gyogyszer metabolizalo képességet. gy a CYP
expresszio (CYP-fenotipizalas) és a hibas CYP gének (CYP-genotipizalas) egyiittes meghatarozasa
pontosabb képet adhat a betegek gyogyszer-lebontod képességérdl €s eldsegitheti a személyre szabott
terapia kialakitasat.

A CYP3A4 a klozapin metabolizmusaban szerepet jatszoé enzimek egyike, a nor-klozapinna vald
lebomlas egyetlen utja. Jelen klinikai vizsgalatban a klozapinnal kezelt szkizofrénias betegeknél PCR
technikaval meghataroztuk a CYP3AS, CYP2D6 genotipusokat, valamint a CYP3A4 és a CYP1A2
enzimek expressziojat a fehérvérsejtekben, a klozapin szérumszinteket HPLC-MS/MS modszerrel
detektaltuk. A CYP3A4 kifejez6dése és a klozapin egységnyi dozisra és testsuly kilogrammra vetitett
szérum koncentracidja kozott Osszefiiggést talaltunk. Az eredmények még tovabbi megerdsitést
igényelnek, mivel egy kisebb mintaszamt csoport (n=21) vizsgalatan alapulnak (atlagos testtomeg=
82.2kg (SD=18.2), atlagos klozapin do6zis = 263mg (SD=200)).

Késziilt az Eurdpai Unié tdmogatdasdval, az Eurdpai Regiondlis Fejlesztési Alap (GOP-1.1.1-09/1-
2009-0001, GOP-1.3.1-11/B-2011-0042 ) tarsfinanszirozasaval.

*Semmelweis Egyetem, Pszichiatriai és Pszichoterapids Klinika
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ESTIMATION OF CLOZAPINE SERUM CONCENTRATION ON THE BASIS OF CYP3A
STATUS
Katalin Téth, Manna Temesvari, Pal Szabd, Gabor Csukly*, Judit Bulucz*, Déra Filipovits*,

Istvan Bitter*, Katalin Monostory

The incidence of schizophrenia in Hungary is approximately 1% in the total population. The current
therapeutic protocol includes mandatory antipsychotic drug treatment for patients. First generation
antipsychotics like chlorpromazine proved to be fairly effective, but can cause serious side effects,
primarily extrapyramidal (EP) symptoms. The main advantages of the second generation drugs in
widespread use today are the generally milder or non-existent EP side effects. Nearly one third of the
patients treated for schizophrenia are resistent to most antipsychotics, but one of the second generation
antipsychotics, clozapine was proven to be the most effective treatment available to this group. In
some rare cases however, clozapine treatment can lead to serious side effects like agranulocytosis
(severe and dangerous reduction in the number of leukocytes), thus monitoring of clozapine serum
levels is strongly recommended by the present medical directive.

According to the literature clozapine is metabolized mainly by two enzymes, CYP3A4 and CYP1A2.
During in vitro enzyme-inhibition experiments carried out in human liver microsomes in the presence
of various CYP selective inhibitors, CYP2D6 was also found to have a role in clozapine metabolism.
The structure of metabolites was determined by HPLC-MS/MS, and identified as clozapine N-oxide
and norclozapine, the latter being the pharmacologically active product. The genetic polymorphism of
CYP enzymes responsible for clozapine metabolism can greatly influence the serum concentration
levels in patients. However, the correlation between CYP genotypes and side effects (or the lack of
clinical response) is only moderate. This may be due to the fact that CYP phenotype (gene expression)
is one of the main factors affecting the current drug metabolizing capacity of patients. Therefore CYP
expression profiling (CYP fenotyping) and screening for mutant CYP genes (CYP genotyping)
together would give more detailed information on the ability of patients to metabolize certain drugs,
and could be a great step toward personalized medication of patients suffering from schizophrenia.
CYP3A4 is one of the main enzymes in clozapine metabolism, and the only one in the norclozapine
pathway. The current clinical trial investigates patients’ CYP3AS5 and CYP2D6 genotypes, and the
expression levels of CYP3A4 and CYP1A2 enzymes by PCR and Q-PCR, and clozapine serum levels
by HPLC-MS/MS. AlthoughStrong correlation was found between CYP3A4 expression and the
normalized clozapine serum concentrations (normalized to body weight and clozapine dose) The
preliminary results are derived from a relatively small sample set (n=21 avg. bodyweight= 82.2kg
(SD=18.2), avg. clozapine dose = 263mg (SD=206).

This study was funded by the European Union and co-funded by the European Regional Development
Fund (GOP-1.1.1-09/1-2009-0001, GOP-1.3.1-11/B-2011-0042 )

* Semmelweis University, Department of Psychiatry and Psychotherapy
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VALPROAT ES METABOLITJAI VERSZINTJENEK MEGHATAROZASA HPLC-MS/MS
TECHNIKAVAL
Magda Balazs, Toth Katalin, Temesvari Manna, Monostory Katalin, Szabo Pal

Az epilepszia az egyik leggyakoribb neurologiai betegség, ma mar jol kezelhetd, a betegek 70-75%-a
elobb vagy utobb rohammentessé valik a megfeleld antiepileptikumok hatasara. Az epilepszia kezelése
soran altalaban elsdként valasztott szer a valproat, egy egyszerti karbonsav, metabolizmusa sordn tobb
ponton hidroxilezédik (3-, 4-, 5-hidroxi-valproat képz6dik), valamint kettés kotés alakulhat ki 2-én,
illetve 4-én-valproat képz6dése kozben.

A folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometria alkalmas az anyavegyiilet mellett a
metabolitok mennyiségének parhuzamos meghatarozasara. A modszeroptimalas altalaban az
anyavegyilet optimalasaval kezdédik. Ekkor a rendszer automatikusan kivalasztja az optimalis
fesziiltségeket, hogy a legintenzivebb anyaiont kapjuk. Ezt kovetden az anyaion fragmentalasaval
meghatarozasra keriilnek a mennyiségi meghatarozashoz sziikséges legintenzivebb fragmensionok is.
Hasonl¢ eljarast kell alkalmazni a metabolitok esetében is, hogy teljes legyen a modszer.

Az esetek jelentGs részében a fent leirt protokoll miikodik. A valproat esetében azonban nem sikeriilt
fragmentaciot elérni sem automata, sem manualis optimalassal. A mennyiségi meghatarozashoz igy
kénytelenek voltunk az un. pszeudo-MRM modszert alkalmazni. Ekkor mindkét kvadrupol az anyaion
tomegére van beallitva, és fragmentacio nélkiil jutnak az ionok a detektorba. Pszeudo-MRM modszert
alkalmazva a metabolitok €s az anyavegyiilet egyszerre mérhetd. A kapott modszert sikeresen

alkalmaztuk betegek vérszintjének meghatarozasa soran.
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QUANTIFICATION OF VAPROATE AND ITS METABOLITES IN HUMAN PLASMA
USING HPLC-MS/MS
Balazs Magda, Katalin Toth, Manna Temesvari, Katalin Monostory, Pal Szabo

Epilepsy is one of the most common neurological disorder, which now can be treated well. Sooner or
later 70-75% of the patients do not suffer from seizures, due to the appropriate antiepileptic drugs.
Valproate — a simple carboxylic acid — is usually the first choice of drug in the treatment of epilepsy.
During metabolism it can be hydroxylated in several ways (3-, 4-, 5-hydroxy-valproate is formed), and
double bond may occur during the formation of 2-ene-valproate or 4-ene-valproate.

Liquid chromatography coupled tandem mass spectrometry is suitable for the quantification of the
metabolites beside the parent compound. The optimization method usually starts with the parent
compound optimization. In this case, the system automatically selects the optimal voltages to get the
most intense parent ion. The most intense fragment ions for the quantification are defined by the
fragmentation of the parent ion. To complete the method, a similar procedure is used for the
metabolites.

In most cases, the described protocol works. During measurements of valproate, we could not induce
reasonable fragmentation of the compound either automatic or manual optimization. Therefore the
pseudo-MRM method gave the best result for the quantification. In this case, both quadrupole is set to
the mass of the parent ion, and the ions are getting into the detector without fragmentation. Using
pseudo-MRM method, parent compound and metabolites can be measured simultaneously. The

method was successfully applied to determination of therapeutic blood levels.
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A GLIALIS GAMMA-AMINO VAJSAV CSOKKENTI A NEURONALIS
HIPERAKTIVACIOT
Kékesi Orsolya, Nyitrai Gabriella, Szabd Pal, Fiath Richard, Ulbert Istvan,

Kardos Julianna, Héja Laszlo

A neuronalis aktivitas szabalyozasaban fontos szerepet jatszanak a glutaminsav (Glu) és y-amino
vajsav (GABA) transzporterek. A glutaminsavat elsdsorban a gliasejteken talalhaté Glu/Na®
szimporterek tavolitjak el a szinapszisbol. Ezzel szemben a GABA-t féként a neuronok veszik fel
GABA/Na* szimportereik (GAT-1) segitségével, noha két, gliasejteken is megtaldlhat6 GABA
transzporter altipus (GAT-2 és GAT-3) ugyancsak részt vesz a GABA eltavolitasaban. Csoportunk
korabban kimutatta, hogy glidlis Glu/Na" szimporterek 4ltal felvett Glu a GAT-2/3 transzporterek
miikddési iranyanak megfordulasat okozza, megnovelve ezaltal az extraszinaptikus térben levd
[GABA]-t. Jelen munkaban a GAT-2/3 transzporterek altal medialt [GABA] emelkedés fiziologias
kovetkezményeit vizsgaltuk patkany hippokampalis agyszeleteken fokozott neuronalis aktivitas
allapotaban és az epilepszia low-[Mg?‘]-os modelljében.

Fokozott neuronalis aktivitas allapotaban a GAT-2/3 transzporterek gatlasa specifikus inhibitorukkal,
a SNAP-5114-gyel csokkentette a tonusos gatlas szintjét, igazolva, hogy a GAT-2/3 transzporterek
altal medialt GABA felszabadulas jelentés mértékben hozzajarul az idegsejtek aktivitasanak
szabalyozasahoz. Az asztrocitikban azonban nincs jelen a klasszikus GABA szintézis utvonalat
katalizal6 enzim, a glutamat dekarboxilaz, igy tisztazatlan volt a felszabadulo GABA forrasa.
Kimutattuk, hogy a putreszcin-GABA szintetikus tvonalat katalizalo enzim gatloszerének (deprenyl)
jelenlétében a GAT-2/3 transzporterek altal medialt tonusos aram komponens nem volt észlelhetd, a
felszabaduld6 GABA tehat a poliamin Gtvonalbdl szarmazik. A felszabaduldé GABA tovabba in vivo
korilmények kozott is szignifikansan befolyasolta a gamma tartomanybeli idegi oszcillacio
teljesitményét. A low-[Mg**] epilepszia modellben raadasul a GAT-2/3 transzporterek gatlasa novelte
a rohamszerii események (seizure-like events, SLE) hosszat. Az asztrocitak aktivitasanak
nyomonkdvetése az asztrogilalis Ca®* dinamika fluoreszcens detektalasaval ugyancsak fokozott
asztrocita aktivaciot mutatott az SLE-k soran.

A fenti eredmények egy olyan 0j, molekularis mechanizmus meglétét feltételezik, amely lehetséges
célpontként szolgalhat 1j gyogyszerek kifejlesztésében.

Jelen munka a TECH-09-AI-2009-0117 NKFP NANOSENY és CRC-HAS-2009 Nanotransport tdmogatdsaval

késziilt.
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GLIAL GAMMA-AMINOBUTYRIC ACID COUNTERACTS NEURONAL
OVEREXCITATION
Orsolya Kékesi, Gabriella Nyitrai, Pal Szabo, Richard Fiath, Istvan Ulbert,
Julianna Kardos, Laszl6 Héja

Glutamic acid (Glu) and y-aminobutyric acid (GABA) transporters play important roles in regulating
neuronal activity. Glu is removed from the synapse dominantly by glial cells through glutamate/Na*
symporters. In contrast, GABA is mainly taken up by the neuronal GABA/Na" symporter GAT-1,
albeit two glial GABA transporter subtypes (GAT-2 and GAT-3) also contribute to GABA removal.
We have previously described that uptake of Glu by the astroglial Glu/Na* symporters induce the
reverse action of GAT-2/3 leading to elevated [GABA] in the extrasynaptic space. In the current work
we examined the physiological consequences of the GAT-2/3 mediated [GABA] increase in rat brain
hippocampal slices during enhanced neuronal activity and in the low-[Mg®*] model of epilepsy.
Blockade of GAT-2/3 by their specific inhibitor SNAP-5114 reduced the tonic inhibition of neurons
during enhanced neuronal activity confirming that the GAT-2/3 mediated GABA release significantly
contributes to the regulation of neuronal activity by emerging a negative feedback control in
overexcited conditions. Astrocytes, however, do not express glutamic acid decarboxylase, the enzyme
of the regular GABA synthetic pathway hence the source of glial GABA remained undecided. We
have shown that in the presence of deprenyl, the inhibitor of enzymatic conversion of putrescine to
GABA, the GAT-2/3 mediated tonic current component was abolished suggesting that the released
glial GABA originates from the polyamine pathway. The released GABA was demonstrated to
modulate the power of gamma range oscillation in the hippocampus under in vivo conditions.
Moreover, inhibition of GABA release through GAT-2/3 increased the duration of seizure-like events
(SLE) in the low-[Mg*] model of epilepsy. Monitoring the activity of astrocytes by fluorescence
detection of astroglial Ca** dynamics also showed enhanced astrocytic activation during SLES.

The results suggest the existence of a novel molecular mechanism both in vitro and in vivo by which
glial cells transform excitation into inhibition providing potential new targets for drug development.

This work was supported by TECH-09-AI-2009-0117 NKFP NANOSEN9 and CRC-HAS-2009
Nanotransport.
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NEURONALIS ES GLIALIS EREDETU FOLYAMATOK SZEREPE AZ IDEGI SEJTEK
AKTIVITASFUGGO OPTIKAI JELEBEN PATKANY HIPPOCAMPUSZ SZELETBEN
Pal 11dik6, Héja Laszlo, Kardos Julianna, Nyitrai Gabriella

Az idegi sejtek aktivitasfiiggd optikai jelét (intrinsic optical signal - I0S) széles kdzben alkalmazzak
az idegi aktivitas térképezésére. In vivo a fiziologias ingerléssel kivaltott I0S-jel forrasanak az agyi
erek véraramlasdnak megvaltozasat tartjak, amit a glia sejtek glutaminsav felvétele indukal. Ezzel
szemben in vitro az intenziv stimulalassal kivaltott posztszinaptikus aktivitast kovetdé I0S-jelet az
idegi sejtek duzzadasanak tulajdonitjik, ami a Na'/K*/Cl” kotranszporteren 4t valosul meg. Felmeriil a
kérdés vajon az in vitro és az in vivo kiilonbségek hatterében az eltér6 stimulalasi protokoll all-e?

A Schaffer kollateralisok ingerlésével kivaltott I0S-jelet és mez6 potencialt patkany hippokampusz
szeletben vizsgaltuk szimultan képalkotassal és elektrofiziologiai mérésekkel. A képalkotashoz 464
elemil fotodidda matrix detektort (Photodiode Array - PDA) hasznaltunk, ami lehet6vé teszi, hogy az
optikai és az elektrofiziologiai jelet azonos nagysagrendben mintavételezziik. A maximalis valasz
felének kivaltasdhoz sziikséges stimuldlasi protokollt alkalmaztunk (50V, 10 db, 20 Hz).

A legnagyobb 10S-jeleket a hippokampusz stratum pyramidale és stratum radiatum régidban
figyeltiik meg. A neuronalis aktivitas gatlasa a fesziiltségfiiggé Na'-csatorna blokkolé tetrodotoxinnal
megsziintette, mig az idegi aktivitas diszinhibicioja a GABA-receptor antagonista picrotoxinnal,
novelte az 10S-jelet. Kimutattuk, hogy az 10S-jelet a posztszinaptikus glutaminsav receptorok
aktivalodasa inicializalja, majd az asztrocitakon elhelyezkedd glutaminsav transzportereken €s a glialis
N-methyl-D-aspartate receptorokon 4t manifesztalodik. Megfigyeltik a neuronalis K'/CI
kotranszporter, de kizartuk a glialis Na'/K"/CI" kotranszporter szerepét az 10S-jelben. Kimutattuk,
hogy a nem specifikus CI" csatornak noévelik, mig a térfogatvaltozas aktivalta anion csatornak kis
mértékben gatoljak az I0S-jelet.

Az altalunk alkalmazott gyors képalkotas és a rovid stimulalasi protokoll egy teljesen 0j modszer az in
vitro 10S-jel hatterében 1év6 folyamatok feltérképezésére. Uj modszeriinkkel megallapitott fobb
komponensek azt sugalljak, hogy az IOS a glutamaterg aktivitast és arra adott glialis valaszt tiikrozi a
hippokampuszban. Az altalunk kidolgozott 0j modell segitségével jobban megérthetjilk az in vivo

folyamatokat, ami eldsegitheti a diagnozis fejlesztését.
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NEURONAL AND ASTROGLIAL CORRELATES UNDERLYING SPATIOTEMPORAL
INTRINSIC OPTICAL SIGNAL IN RAT HIPPOCAMPAL SLICE
Ildiko Pal, Laszlo Héja, Julianna Kardos, Gabriella Nyitrai

The intrinsic optical signal (10S) is widely used for mapping afferent activated brain areas. In
vivo 10S is mainly ascribed to blood volume changes subsequent to glial glutamate uptake.
By contrast, 10S evoked by intensive afferent stimulation in vitro is generally attributed to
glial cell swelling via Na'/K*/CI" cotransporter that follows postsynaptic activation, calling
into question the distinct stimulation protocols applied.

We characterized 10S to Schaffer collateral stimulation in the rat hippocampal slice with
simultaneous imaging and field potential recordings. We used a 464-element photodiode-
array device (PDA) that enables 10S detection with 0.6 ms time resolution, making it
achievable to align optical and electrophysiological signals. We operated half-maximal
stimulation (50V, 10 stimuli, 20 Hz). I0OS was primarily observed in the stratum pyramidale
and proximal region of the stratum radiatum of the hippocampus. 10S was hampered by
blockade of neuronal activity by voltage-gated Na* channel inhibitor tetrodotoxin and was
significantly enhanced by suppressing inhibitory signaling with GABA receptor antagonist
picrotoxin. We found that 10S was predominantly initiated by postsynaptic Glu receptor
activation and progressed by the activation of astroglial Glu transporters and Mg?-
independent astroglial N-methyl-D-aspartate receptors. Under conditions, role for neuronal
K*/CI" cotransporter KCC2, but not for glial Na'/K*/CI" cotransporter NKCC1 was observed.
Slight enhancement and inhibition of 10S through non-specific CI" and volume-responsive
anion channels, respectively, were also depicted.

High-frequency 10S imaging, evoked by brief afferent stimulation in brain slices provide a
new paradigm for studying mechanisms underlying 10S genesis. Mayor players disclosed this
way imply that spatiotemporal 10S reflects glutamatergic neuronal activation and astroglial
response, as observed within the hippocampus. Our model may help to better interpret in vivo
I0S and support diagnosis in the future.
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OSSZEHASONLITO GYOGYSZER-TRANSZPORTER INTERAKCIO VIZSGALATOK
HUMAN ES PATKANY HEPATOCITAKON, VALAMINT HEPARG SEJTEKEN
Szabd Monika, Veres Zsuzsa, Jemnitz Katalin

A klinikai alkalmazas soran bekovetkezo fatalis hepatotoxikus mellékhatas miatt szdmos gyogyszert
kivontak a piacrol az utobbi években. A ragcsalokon végzett toxikologiai vizsgalatok soran a fejlesztés
preklinikai fazisdban nem jelentkezett hepatotoxikus mellékhatasa ezeknek a vegyiileteknek. A faji
eltérések miatt a mai napig nem létezik megbizhaté modszer a hepatotoxicitds eldrejelzésére. A m4j
funkcidinak modellezésére in vitro a primer human hepatocita sejtkultura a legalkalmasabb. Hatranya,
hogy hozzaférhetdsége limitalt, donoronként nagy egyedi szorast mutat és a sejtkultara csupan rovid
ideig tarthat6 fenn. Az immortalizalt human maj eredetii sejtvonalak jelenthetnék a megoldast a
problémara. A HepG2 és Fa2N-4 sejtvonalakrol bebizonyosodott, hogy az influx transzportereiknek
expresszios szintje szignifikansan alacsonyabb, mint a human hepatocitdké. A HepaRG human
hepatoma eredetli sejtvonal egyediilalld tulajdonsagai (hepatocitakra jellemzd morfologia,
metabolizalé enzimrendszer €s transzportfehérje expresszio) révén alkalmas lehet a maj transzport
funkcioinak vizsgalatara.

Munkank soran arra kerestiik a valaszt, hogy a HepaRG sejtvonal helyettesitheti-e a primer human
hepatocitakat a hepatotoxicitas vizsgalatokban, illetve alkalmas-e gyogyszerjeldlt vegyiiletek
hepatotoxikus potencialjanak tesztelése. Korabbi eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy a
fajonként eltérd toxicitas hatterében az uptake transzporterek érzékenysége is allhat. Ezért human és
patkany primer hepatocita, illetve HepaRG rigid sejtkulturaban vizsgaltuk az uptake transzportereken
lejatszodo folyamatokat. Az uptake transzport vizsgalatok soran szubsztratként taurokolatot és
Osztron-3-szulfatot hasznaltunk. Meghataroztuk az influx aktivitds valtozasat a kultira idejének
fliggvényében, illetve vizsgaltuk a szubsztratok felvételének valtozasat kolesztatikus gyodgyszerek
(bozentan, ciklosporin A, troglitazon) és bromszulfalein hatasara.

A HepaRG sejtkulturaban kapott eredmények jol kozelitik a human hepatocita kultaraban kapott

eredményeket. A HepaRG sejtvonal alkalmas modell az uptake transzport vizsgalatokra.
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COMPARISON OF HUMAN HEPATOMA HEPARG CELLS WITH HUMAN AND RAT
HEPATOCYTES IN UPTAKE TRANSPORT ASSAYS
Modnika Szabd, Zsuzsa Veres, Katalin Jemnitz

Drug-induced liver injury is one of the major reasons for the withdrawal of an approved drug from the
market. These drugs show only a minor or no signs of hepatotoxicity in the animal species tested,
indicating, that there is often poor correlation of toxicity from one species to another. Primary cultures
of hepatocytes are the most common experimental system for studying in vitro drug metabolism and
drug-transporter interactions. However, the use of human hepatocytes for toxicological studies has
several drawbacks, such as their unpredictable and scarce availability, inter-individual variability,
limited life span and phenotypic alterations. Human immortalized liver cell lines could provide a
solution to this problem. HepG2 and Fa2N-4 cells were the first alternatives but these cells have lost
many liver-specific functions. In particular, expression levels of the uptake transporters were low or
undetectable in these human cell lines. HepaRG cell lines may be a potential tool for prediction of
hepatotoxicity in preclinical drug development. Presently, only the HepaRG cells maintain several key
hepatic functions, including metabolic enzymes, drug transporters and nuclear receptors at levels
comparable with those found in primary human hepatocytes.

The aim of our investigations was to determine, whether HepaRG cells could replace human
hepatocytes in toxicity studies and the preclinical screening of drug candidates. The present study
mainly focuses on uptake processes; because we supposed that hepatotoxicity in humans may be
associated with drug-mediated inhibition of uptake transporters. We compared the effect of cholestatic
drugs (bosentan, cyclosporin A, troglitazone) and bromosulfophthalein on the uptake of taurocholate
and estrone-3-sulfate in human and rat hepatocytes and HepaRG cells.

We demonstrated that concerning the inhibition of taurocholate uptake by cholestatic drugs, human
hepatocytes are closer to HepaRG cells than to rat hepatocytes. In conclusion, we demonstrated that

HepaRG cells provide a suitable tool for hepatic uptake studies.
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BICIKLUSOS TERPENEK ELOALLITASA
Molnar Laura, Berkes Barbara, So6s Tibor

Célunk olyan biciklusos terpének eldallitasa, melyek a klerodanok totélszintézisében fontos
intermedierek. A klerodanok olyan diterpének, melyeknek a vaza szamos természetes anyag alapjat
alkotja. Tovabba nagyfoku bioldgiai aktivitast mutatnak, felhaszndlhatok a gyogyaszatban és a parfiim
iparban is. Ezek eldallitasa altalaban természetes anyagokbol kiindulva torténik, mivel a megfeleld
térszerkezet kialakitasa nagyon bonyolult.

Kutatécsoportunkban mar szdmos organokatalizatort fejlesztettek ki, melyek nagyfoka
enantioszelektivitast mutatnak kiilonb6z6 tipust reakciokban. A vizsgalt katalitikus folyamatok
nagyfoku hatékonysaga és szelektivitasa a jol szervezett atmeneti allapottal magyarazhaté. Munkank
soran ezt a tulajdonsagot hasznaltuk ki, hogy tobb kiralitds centrumot tartalmazé vegyiileteket
allitsunk el6 nagyfoku enantio- és diasztereoszelektivitassal. A kulcs intermedier egy ciklohexén
szarmazék volt, melyet tandem reakcioban allitottunk el6. A kiilonlegessége a reakcionak, hogy az
ismert irodalomban a Nazarov reagenst foként elektrofil szubsztratként hasznaltdk, pedig kettds
polarizaltsaggal rendelkezik, mi ezt a bifunkcionalitdsat hasznaltuk fel. Nagyfoku sztereoszelektivitast
tapasztaltunk, ennek novelése érdekében megvizsgaltunk kiillonbozé akiralis ¢és  kiralis

organokatalizatorokat és szamos reakcid koriilményt.
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A ciklohexén szarmazékbol harom féle uton probaltunk gyliriizarassal biciklusos vegyiileteket
eldallitani.
Ezek a kovetkezok:
1) Dupla Nazarov reagens bevitelével Deslongchamps-reakcioval.
2) Izoprénnel reagaltatva Diels-Alder-reakcioban.
3) Furan gy(ri bevitele utan, annak oxidalasaval.
A keletkezd terpének térszerkezetének vizsgalatabol kovetkeztethetiink a ciklohexén szarmazék
sztereokémidjara is.
PREPARATION OF BICYCLIC TERPENES
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Laura Molnar, Barbara Berkes, Tibor So6s

Our aim is to prepare bicyclic terpenes which can be utilized as intermediers in the total synthesis of
clerodane derivatives. The clerodanes are diterpenoids and their structure can be recognized in many
molecules derived from natural sources. Moreover, they show potent biological activity and can be
used in the pharmaceutical and perfume industry as well.

The preparation of these molecules relies on natural sources, as the required structure is rather hard to
be constructed.

In our research group, a large number of organocatalysts have been prepared, with which high
enantioselectivity can be achieved in many organic reactions. The selectivity and efficiency of the
catalytic cycles are explained by the well organized transition state. In our work, we exploited this
phenomenon in order to synthesize molecules containing multiple stereocenters with good
enantioselectivity and diastereoselectivity. The key intermedier is a cyclohexene derivative, which is
prepared by a tandem reaction. The specialty of the reaction is that in contrast with the practice of the
literature, we used the Nazarov reagent not as an electrophile but as a bifunctional substrate. Good
stereoselectivity was observed, therefore several chiral and achiral catalysts were tested in numerous
reaction conditions to enhance selectivity.
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With the cyclohexene derivative, three ring closing reactions were probed for the preparation of the
bicyclic compound:

1) Double Nazarov introduction via Deslongchamps reaction.

2) Reaction with isoprene in Diels-Alder reaction.

3) The introduction of furan and its oxidation.

The research on the structure of the product terpene also provides information on the structure of the
cyclohexene derivative.
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FAZISTRANSZFER-KATALIZATOROK ELOALLITASA
ORGANOKATALIZIS SEGITSEGEVEL
Horvath Daniel Vajk, Ferenczi-Palkd Roberta, So6s Tibor

A fazistranszfer-katalizis (PTC) egy olyan széles korben alkalmazott eljaras, amely szamos eldnnyel
rendelkezik, ilyen példaul az egyszerii kivitelezés, az enyhe reakcio koriilmények, az olcsd ¢€s
kornyezetkiméld oldoszerek és reaktansok hasznalata, valamint a méretnovelhetéség. A PTC soran a
reakcidelegy altalaban kétfazist; a reakcioban alkalmazott katalizator szerepe az, hogy a reaktanst
eljuttassa abba a fazisba, amelyikben a reakcio lejatszodik. Elonyei miatt az utdbbi évtizedekben
szamos kiralis fazistranszfer katalizatort fejlesztettek ki, melyek koziil kiemelkedik az 1. abran lathato
un. Maruoka-katalizator. A Maruoka-katalizator elénye, hogy magas hozam és rendkiviil jo

enantioszelektivitas érhetd el, mig hatranya a magas ar.

1. adbra A Maruoka-katalizator szerkezete

Korabbi kutatasaink soran megfelelden megvalasztott dielektrofilek és dinukleofilek tandem
reakcidjanak megvalositasa révén sikeresen allitottuk eld eddig nehezen elérhetd aromas vagy
konnyen aromatizalhatd vegyiileteket. Ezt a tudast felhasznalva célul tiiztiik ki egy gazdasagos,
méretnovelhetd eljaras kidolgozasat egy kiralis fazistranszfer-katalizator eléallitasara. Valasztasunk a
2. abran lathatd C,-es szimmetrigju vegyiiletre esett:
Ph Ph
®
/\—;r\-N* N{;/\

\/—/\—\/

2. abra A modell katalizator szerkezete

Munkam soran azt vizsgaltam, hogy a 2. abran lathato, két aktiv centrumot tartalmazo katalizator
valoban el6allithato-e olcsé és egyszerti kiinduldsi anyagokbol, illetve a katalizator eldallitasara

kidolgozott eljaras valoban méretndvelhetd-e.
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SYNTHESIS OF PHASE-TRANSFER CATALYSTS WITH THE AID OF
ORGANOCATALYSIS
Daniel Vajk Horvath, Roberta Ferenczi-Palké, Tibor So6s

The phase-transfer catalysis (PTC) is a widely used procedure, which offers several advantages for
practical organic synthesis such as operational simplicity, mild reaction condition, use of
enviromentally friendly solvents and reactants, and suitability for large-scale reactions. In PTC, the
catalyst facilitates the migration of a reactant from one phase into another phase where the reaction
occurs. Due to the advantages, during the last decades several efficient chiral phase-transfer catalysts
have been developed. The most outstanding is the Maruoka catalyst (Fig. 1), which provides high

yields and excellent enantioselectivity, though it is expensive.

F
Figure 1 The stucture of the Maruoka-catalyst

In our earlier research, hardly accessible aromatic or easily aromatizable compounds were synthetised
by the reactions of appropriate dielectrophiles and dinucleophiles. With these results in our hand, we
aimed to realize an economic, large scale synthesis of a chiral phase-transfer catalyst. As a model the
C,-symmetric molecule on the second figure was chosen.
Ph
—~ O

Br'N* N* Br
Ph Ph

Figure 2 The structure of the model catalyst

Ph

During my work, | searched for a cheap synthetic route leading to the model catalyst which is suitable

for scaling up.
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ALDOL REAKCIOK FESZULT GYURUS VEGYULETEKKEL
Dobi Zoltan, Sods Tibor

Az utébbi par évben jelentdsen megnétt az érdeklddés a fesziilt gylirlis vegyiiletek irant, mert
felhasznalhatoak gyogyszerkémiai épitdelemekként. Ezen szerkezetek beépitése tobbféleképpen
elvégezhetd, az esetek tobbségében karbonil funkcids csoport tovabbalakitasaval, példaul aldol
reakciot alkalmazva. Célunk volt, hogy négytagu oxovegyiileteket felhasznaljunk nukleofilként [1,2],
és elektrofilként [3,4] is szén-szén kotés kialakitasara, néhany esetben organokatalizis segitségével.

Munkam soran mindkét irdnybol megkdzelitve végeztem aldol reakcidkat, szamos elektrofil €s
nukleofil kombinacidjat kiprobalva. Négytagu, oxocsoportot tartalmazé heterociklusokat alkalmaztam
modellvegyiiletként. A molekulak kiilonleges reaktivitasat kihasznalva, olyan elektrofilekkel ¢s
nukleofilekkel sikeriilt szén-szén kapcsolast végrehajtanom, amelyekkel normal esetben nem tortént

volna meg.
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RING CONSTRAINED COMPOUNDS IN ALDOL REACTION
Zoltan Dobi, Tibor Sods

The significance of compounds with ring constraint considerably increased in recent years, as they
prove to be valuable building blocks in medicinal chemistry. There are numerous possible ways for the
introduction of this structural element, most of them, for instance the aldol reaction, involve the
functionalization of a carbonyl group. Our aim was to use four-membered carbonyl compounds as
nucleophiles [1,2] and electrophiles [3,4] in carbon-carbon bond forming reactions, in a few cases with
the help of organocatalysis.

During my research, I carried out aldol reactions for both approaches with the combinations of several
electrophiles and nucleophiles. | used four membered heterocycles with ketone functional group as
model molecules. | found a unique reactivity of these molecules, they can react with special

electrophiles and nucleophiles.
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2.

BORAN KATALIZALT HIDROSZILILEZESI REAKCIOK ES BORAN KATALIZALT
MUKAIYAMA-ALDOL REAKCIO

Fegyverneki Daniel, Sods Tibor

A bortartalmti Lewis savak altal katalizatorok 10j alkalmazasi teriiletét fedezte fel Stephan és csoportja,
amikor kifejlesztettek egymassal nem koordinalé Lewis savakbol és bazisokbol allo katalitikus
hidrogénezd rendszereket, az un. frusztralt Lewis sav-bazis parokat (FLP-ket). Ez az egyediilallo
katalitikus aktivitas paradigmavaltast hozhat a hidrogénezési reakcidk terén, mivel alternativat teremt
az atmenetifémeket tartalmazo katalizatoroknak. Azonban a kifejlesztett FLP-parok alkalmazasanak
korlatot szabott a redukalhato szubsztratok sziik kore a mellékreakciok kikiiszobolése miatt, illetve a
kevés alkalmazhatd Lewis sav szama, az ismert FLP-parok majdnem mindegyike a
trisz(pentafluorfenil)-borant (B(CgFs)3 ) alkalmazta Lewis savas komponensként.

Kutatocsoportunk célja, hogy 0j katalizatorok fejlesztésével novelje az alkalmazhaté FLP hidrogénez6
katalizatorok szamat és egyidejlileg kiterjessze azok alkalmazhatosagat. A katalizatorfejlesztést a
méretkizaras elvén valdsitottuk meg, figyelembe véve, hogy a hidrogén a legkisebb molekula, igy a
katalizatorcentrum koriili sztérikus zsufoltsag novelése csokkenti a nem kivant mellékreakciok
lehet6ségét. Ezen elv alapjan kifejlesztett katalizatoraink segitségével sikerrel fejlesztettiink ki uj FLP
hidrogénez0 katalizatorokat, mindemellett kiterjesztettiik az FLP katalizatorok alkalmazhatdsagat.

Bar szamos funkcids csoport redukcidja megvaldsithaté mar FLP rendszerek alkalmazasaval, a szén-
oxigén kettés kotés hidrogénezése tovabbra is kihivast jelent ezen rendszereknek. Azonban Si-H
kotésu szilanokat alkalmazva redukaldszerként véghezvihetd a reakcid, emellett a keletkez6 hidroxil
csoport azonnali védése is megtorténik. Munkank célja volt, hogy killonboz6 a,p-telitetlen
oxovegyliletek hidroszililezését valositsuk meg, illetve vizsgaljuk a sztérikus zstfoltsag
novekedésének hatasat a reakcio szelektivitasara, valamint a keletkez6 termékek tovabbalakitasanak
lehetéségének vizsgalata is. Munkank soran sikerrel valositottuk meg a,p-telitetlen aldehidek szelektiv
1,2-hidroszililezését, a,B-telitetlen ketonok szelektiv 1,4-hidroszililezését. Ez utobbi termékek egy-iist
reakcidban torténd tovabbalakitasi lehetdségeit vizsgalva sikerrel valdsitottuk meg kiilonb6zo

aldehidekkel Mukaiyama-aldol reakciot.
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2.

BORANE CATALYZED HYDROSILYLATION OF CARBONYL COMPOUNDS,
AND MUKAIYAMA ALDOL REACTION

Daéniel Fegyverneki, Tibor Soos

The chemistry of boron-based Lewis acids got a new wave, when Stephan and his co-workers
developed a non-coordinating Lewis acid/base pair called frustrated Lewis pair (FLP) catalyst with
remarkable reactivity, the heterolytic and catalytic cleavage of hydrogen gas. That unique reactivity
offers an alternative method for reduction and a development for the tranisition-metal-free catalysts.
However, the early catalytic systems could hydrogenate well-defined substrates and were based on
mostly one strong Lewis acid, B(C¢Fs)s, which enabled undesired side reactions. In our reasearch
group we made efforts to increase the functional group tolerance and chemoselectivity of the FLP
catalysts by using size-exclusion catalyst design. Introducing a mesitylene ring enhances the steric
hindrance around the boron atom, that still allows the hydrogen cleavage but avoids undesirable side
reactions.

Although the application of our catalyst with highly shielded boron center allows a greater latitude in
substrate scope™?, hydrogenation of C-O double bonds is still an unsolved challenge for FLP catalysts,
due to the strong coordinating behaviour of the substrates to the catalysts. However, using silanes as
reducing agents allows the reduction of carbonyl compounds with inmediate protection of the formed
—OH group. The aim of our recent work is to examine the effect of the steric hindrance on the
selectivity of borane-catalyzed hydrosilylation and to develop a borane-catalyzed sequential one-pot
reactions to allow alternative reaction pathways to transition-metal catalyzed reactions.

Our efforts proved to be successful in selective 1,2-hydrosilylation of a,B-unsaturated aldehydes, and
selective 1,4-hydrosilylation of a,B-unsaturated ketones and differently substituted benzylidene-
acetophenones. Also, we developed a method for borane-catalyzed one-pot Mukaiyama aldol addition

to silyl enol ethers synthetised with borane-catalyzed hydrosilylation with moderate to good yields
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DINAMIKA ES FUNKCIO A HUMAN EPESAV-KOTO FEHERJEBEN
Horvath Gergd, Toke Orsolya

Az epesavak koleszterinbdl szintetizalodnak a majban. Elsddleges feladatuk a zsirszerli anyagok
felszivodasanak elOsegitése a szervezetben, de ezen kiviill fontos szerepiilk van az anyagcsere
folyamatok szabalyozasaban. Ennek megfeleléen az epesavak altal kontrollalt metabolikus utvonalak
igéretes célpontjai az anyagcsere rendellenességek (pl. érelmeszesedés, 2-es tipusu cukorbetegség)
kezelésének. A vékonybél tavoli szakaszaban termel6d6é human epesav-koto fehérje (I-BABP) feladata
az epesavaknak a megfeleld idében a megfeleld helyre torténd juttatdsa a szervezetben. Korabbi
kinetikai vizsgdlatok a lasst konformacidés mozgasok meghataroz6 szerepére utalnak a kotddés
mechanizmusaban [1, 2]. Az I-BABP-epesav kolcsonhatas dinamikai aspektusainak jobb megértése
érdekében a kozelmultban relaxacids diszperziés (Rex) NMR vizsgalatokat végeztiink, amelyek
segitségével lehetdséglink nyilt a fehérjében zajld lassu, funkcidhoz kothetd dinamikai folyamatok
kinetikai és termodinamikai jellemzésére. Vizsgalataink markans kiilonbséget mutatnak a fehérje
szabad és kotott allapota kozott a ps-ms idoskalan. Mig a komplexalatlan formédban konformacios
fluktuaciok kiterjedt halozata detektalhato a fehérje C-terminalis felében, ligandumkotddés hatasara a
lassu fluktuacid megsziinik [3]. Kétallapota cserefolyamatot feltételezve, homérsékletfiiggd Rex
mérések entropia-entalpia kompenzaciot jeleznek a szabad fehérjében, és egy fokozottabb
rendezetlenséget mutatd gerjesztett allapot jelenlétére utalnak. A R adatokbol szarmaztathatd un.
dinamikus kémiai eltolodas kiillonbség, valamint a fehérje szabad és kotott allapota kdzott detektalhatod
kémiai eltolodas kiilonbség Osszevetése alapjan a szabad I-BABP fehérje egy a komplexalt fehérje
Eredményeink Osszhangban vannak a konformacios szelekcios modellel, és allosztérikus tényezok
szerepére utalnak az I-BABP-epesav kolcsonhatasban. Ellentétben az intracellularis lipidkotd fehérjék
csaladjaba tartozo sokat tanulmanyozott zsirsavkoto fehérjékkel, NMR vizsgalataink alapjan az I-
BABP fehérje helikalis szegmense a ps-ms idoskalan merev, és kisebb szerepe van a ligandumok

kotozsebbe jutasaban illetve tavozasaban, mint mas lipidkoto fehérjékben.
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FUNCTION AND DYNAMICS IN HUMAN ILEAL BILE ACID-BINDING PROTEIN
Gergd Horvath, Orsolya Toéke

Bile salts are synthesized from cholesterol in the liver, which in the small intestine facilitate the
absorption of lipidlike compounds. In addition, they are also known as signal molecules, which have
key roles in the regulation of metabolic processes. Accordingly, bile acid-controlled metabolic
pathways are promising novel drug targets to treat common metabolic diseases such as atherosclerosis
and type Il diabetes. Human ileal bile acid-binding protein (I-BABP) is an intracellular carrier of bile
salts in cells of the small intestine and has a determining role in their regulation and targeting.
Previously obtained kinetic data suggest that conformational transitions likely have an important role
in the binding process [1, 2]. To obtain a deeper insight into the dynamic aspects of 1-BABP-bile salt
interaction, we turned to NMR relaxation techniques, in particular to relaxation dispersion (Rex)
measurements, which allowed us a kinetic and thermodynamic characterization of functionally related
slow dynamic processes in the protein. According to our data, there is a marked difference between the
free and complexed forms of the protein on the ps-ms timescale. In the free form, an extensive
network of conformational fluctuations is detected in the C-terminal half of the protein, which cease
upon complexation [3]. Assuming a two-state exchange process, temperature-dependent R analysis
shows a typical entropy-enthalpy compensation with a more disordered excited state. For a group of
residues, the so-called dynamic chemical shift differences obtained from the R¢ data show a good
correlation with the static chemical shift differences detected between the free and complexed forms of
the protein suggesting that the low-populated excited state present in the free form has a conformation
reminiscent of the ligated protein. Our NMR data are in agreement with a conformational selection
model we proposed earlier for I-BABP and support the hypothesis of an allosteric mechanism of
ligand binding. Intriguingly, the helical cap region of I-BABP appears to be rigid on the ps-ms
timescale and likely has a less crucial role in mediating ligand entry and release than what has been
proposed for intestinal fatty-acid binding protein, a well-studied member of the family of intracellular

lipid binding proteins.
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DINAMIKUS NMR-MERESEK TIOKARBAMIDOK KONFORMACIOS
ATALAKULASANAK MEGHATAROZASARA
Mizsei Réka, Kiraly Péter, Horvath Gerg6, Tarkanyi Gabor

Eléadasomban olyan NMR-technikakat mutatok be, melyek az oldatban dinamikus egyenstlyban 1évo,
a kémiai eltolodas idoskalan megkiilonboztethetd, molekularis formak kozotti egyensily jellemzésére
alkalmasak [1]. A homérsékletfiiggd jelalak-analizis (LS) és a szelektiv inverzio felépiilés (SIR)
segitségével meghatarozhatoak a konformacios atalakulasok aktivalasi paraméterei. A két modszer
kiilonb6z6 cseresebesség €s kémiai eltolodas arany esetén alkalmazhato, igy kombinacidjukkal
szélesebb homérséklettartomanyra terjeszthetd ki a vizsgalat.

Az 1. abra a szelektiv inverzid felépiilés kisérlet mitkodését szemlélteti kémiai cserében 1évo
rezonanciakra. Példankban gyenge katalitikus aktivitassal rendelkezd, hidrogénhid donor tiokarbamid
szarmazékok gatolt H-C—N-H anti-gauche rotameriajat vizsgaltuk. A szelektiv inverzids pulzust a
nagyobb eltolodasu CH protonon alkalmaztuk €s ismételt kisérletekben novekvo 1t késleltetési idok
mellett megfigyeljiik mindkét, a cserefolyamatban résztvevo rezonancidnak az intenzitas valtozasat. A
T fiiggvényében abrazolt C-H felépiilési gdrbék alakjat a populacidaranyok és a spin-racs relaxacios
idok mellett a k; és k.; cseresebességi egyiitthatok hatarozzak meg. Ez utobbiakat iterativ
gorbeillesztési modszer segitségével allapitottuk meg [2], majd beillesztettik az Eyring-
osszefiiggésbe. Az SIR kisérleteket kiegészité jelalak analizist mas mérési frekvencia-skalan '°F
NMR-spektroszkopiaval végeztiik el. Vizsgalatainkat kiterjesztettiik a gatolt rotacid aktivalasi entalpia
valtozasanak oldoszer és koncentraciofiiggo vizsgalatara. Ezen eredményeink segitségilinkre lehetnek a

katalitikus aktivitas értelmezésében.

szelektiv 180° 90°

H k,
k'fl #H_\N/H
H K4 -
it
A B 5.8/5.4 5.0 4.6 ppm

1. abra A szelektiv inverzio felépiilés kisérlet miikodése
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DYNAMIC NMR STUDIES OF HINDERED ROTATION THIOUREA CONFORMERS
Réka Mizsei, Péter Kiraly, Gergé Horvath, Gabor Tarkanyi

Techniques used in variable temperature (dynamic) NMR for characterizing the equilibrium between
conformers will be presented [1]. The activation parameters of the chemical exchange processes can
be determined by means of temperature dependent line-shape analysis (LS) and selective inversion
recovery (SIR) experiments. Since these measurements work for different exchange-rate/frequency-
difference ratios combination of the two techniques extended the temperature range of the NMR
experiments.

The main principles of the selective inversion recovery experiment are presented in the scheme below,
for two exchanging CH resonances. In our study, the hindered H-C—N-H anti-gauche rotation of some
selected thiourea derivatives exhibiting hydrogen donor properties and weak catalytic activity was
investigated. In the SIR experiment, a selective 180° pulse is applied on one of the CH resonances and
the intensity changes of both (exchanging) resonances are recorded as the function of the t-delay in an
arrayed experiment. Besides the populations and spin-lattice relaxation times the shape of these
recovery curves are governed by the k; and k_; exchange rates. These parameters were obtained from
magnetization transfer analysis based on software using Bayesian probability theory [2]. Each value
corresponding to a given temperature was introduced into the Eyring formula to get the activation
parameters of the conformational equilibrium (AH*, AS*). Complementary LS measurements were
carried out on another spectrometer frequency available from **F NMR spectroscopy. We also focused
on the solvent and concentration dependence of the activation parameters ascribed to the hindered
rotation. The experimental results may improve our understanding of the differences in the catalytic

activity within the family of structurally similar thioureas.

selective 180°

Figure 1 Selective inversion recovery experiment
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A DROTAVERIN SOK KRISTALYOS FAZISAINAK ATSZABASA
Holczbauer Tamas, Szab6 Mat¢, Toth Viola Roza, Czugler Matyas

A gyogyszermolekulak fizikai kémiai tulajdonsagainak megismeréséhez a szilard fazisbeli szerkezetiik
felderitése elengedhetetlen. Oldhatosaguk, felszivodasuk és mas szilard fazissal 0Osszefiiggd
tulajdonsagaik befolyasolasahoz kristalyszerkezetiik meghatarozasa tovabbi informaciok tarhaza.
Példaul a kdzismerten jo zarvanyképzd drotaverin sok szolvatjai oldhatdsagukkal, illetve szilard fazisa
formaik rendszerezésével kapcsolatban nyujthatnak érdekes Osszefiiggéseket. A logikusan valasztando
vizsgalati moédszer az egykristaly rontgendiffrakci6, amely minden szilard fazisu tovabbi vizsgalat
alapja.

A drotaverin hidroklorid s6bo6l kiindulva tobb mint egy tucatnyi kristalyt allitottunk eld. A nagyszamu
oldoszer zarvany mellett ko-kristalyokat, illetve a tiszta s6 kristalyszerkezetét is meghataroztuk. A
kristalyositdsokban anion metatézis reakciot is megfigyeltiink. A szerkezetekbdl kovetkeztetéseket

vonhatunk le, hogy a vegyiilet milyen jellegli szupramolekularis kélcsonhatdsokat alakit ki az egyes

formakban.
Inclusion crystals co-crystals
solvent drotaverin : guest space guest Drotaverin : guest space
group group
1-propanol 2:1 P-1 urea 2:1 P-1
2-propanol 2:1 P-1 maleic acid 2:4 P-1
1-butanol 2:1 P-1 oxalic acid 1:2 P-1
t-butanol 2:1 P-1
1-pentanol 2:1 P-1
2-pentanol 2:1 P-1
ethylene glycol 2:1 P-1
propanoic acid 1:1 P2,/c
lactic acid 1:1 P2,/c
p-methylbenzyl- 1:1 P2,/c
hidroperoxide
acetic acid - water 1:1:1 Pbca
trifluoroacetic acid 2:1 P-1
trifluoroacetic acid 1:3 P-1

Koszonjiik az OTKA K-75869 projekt pénziigyi tamogatdsat.
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CRYSTAL ENGINEERING ON THE SALT PHASE OF DROTAVERIN
Tamas Holczbauer, Maté Szabo, Viola Roza Téth, Matyas Czugler

Structure determination of drug molecules is essential for the exploration of their physical and
chemical properties. Their crystalline state controls their solubility, absorption and other solid state
properties thus their structures may provide a wealth of further information. Drotaverin salts are
exemplary for their good inclusion ability of crystallization solvents, so they could give some
interesting context by their solubility and by the systematisation of their solid state structures. The
analytic method logically selected is x-ray diffraction, providing the basic scrutiny in the solid state.

Starting from the drotaverin hydrochloride salt we made more then a dozen crystals. Besides the
numerous solvent crystals we determined the crystal structures of co-crystals and crystal structures of
the pure salt even. Anion metathesis reaction was also observed during some crystallization. This
crystal structures may provide basis not only for systematization but also means for a conscientious

manipulation of salt — like drug forms in general.

Inclusion crystals co-crystals
solvent drotaverin : guest space guest Drotaverin : guest space
group group
1-propanol 2:1 P-1 urea 2:1 P-1
2-propanol 2:1 P-1 maleic acid 2:4 P-1
1-butanol 2:1 P-1 oxalic acid 1:2 P-1
t-butanol 2:1 P-1
1-pentanol 2:1 P-1
2-pentanol 2:1 P-1
ethylene glycol 2:1 P-1
propanoic acid 1:1 P2,/c
lactic acid 1:1 P2,/c
p-methylbenzyl- 11 P2,/c
hidroperoxide
acetic acid - water 1:1:1 Pbca
trifluoroacetic acid 2:1 P-1
trifluoroacetic acid 1:3 P-1

OTKA K-75869 is acknowledged for financial support to these investigations.
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HUMAN PLAZMA GLIKOPROTEINEK IZOLALASA ES TOMEGSPEKTROMETRIAS
VIZSGALATA
Toth Eszter, Ozohanics Oliver, Jeké Anita, Bobaly Balazs, Drahos Laszlo, Vékey Karoly

A glikozilacié a fehérjék egyik leggyakoribb poszt-transzlacidos modositasa. A glikozilacio fontos
szerepet tolt be a fehérjék szallitasaban, a sejtek kozotti kommunikacioban, az immunvalaszban és a
plazma glikoproteinek kiilonb6z6 betegségek esetén biomarker funkcioval is rendelkezhetnek, ezért a
glikoproteinek tanulmanyozasa napjainkban fontos kutatdsi teriilet. Azonban a plazma nagyon
Osszetett biologiai rendszer, kiillonb6z6 szerves €s szervetlen komponenseket tartalmaz, és a fehérjék is
nagyon széles koncentracio tartomanyban vannak benne jelen. Ez a komplexitds nagyon megneheziti
az egyes fehérjék glikozilacids mintdzatanak meghatarozasat, ezért a plazma fehérjék proteomikai
vizsgalatat sok 1épésbdl allo izolalasi folyamat €s mintael6készités el6zi meg.

Célunk, hogy a plazmabol egyszerre tobb fehérje glikozilacidos mintazatat hatarozzuk meg. Ehhez egy
hatékony plazma frakcionaldsi moddszer kifejlesztésére volt sziikségilink. Elészor a plazmabol
szelektiven eltavolitjuk a két legnagyobb mennyiségben jelenlévd fehérjét: az albumint és az
immunglobulin G-t. Az igy kapott depletalt plazmaban 1év6 tovabbi fehérjék frakcionalasat forditott
fazisti folyadékkromatografiaval makropoérusos oszlopon végezziik. Forditott fazison a fehérjéket
hatékonyan tudjuk elvalasztani egymastdl, de az egyes fehérjékhez tartozd kiilonbozé glikoformok
egyiitt elualédnak. Ez lehetové teszi, hogy egy fehérje glikozilacios mintazatat egy HPLC frakciobol
hatarozzuk meg.

A kifejlesztett frakcionalasi protokoll ugyanazon mintabdl szimultan sok glikoprotein vizsgalatat teszi
lehetévé. A modszerrel sikeresen hataroztuk meg kiilonboz6 fehérjék (haptoglobin és transzferrin)
glikozilacids mintazatat,.

Terveink a késébbiekben, hogy a kidolgozott modszert biomarker vizsgalatok soran alkalmazzuk, tobb

glikoprotein mintazatanak elemzésénél.
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SAMPLE FRACTIONATION AND MASS SPECTROMETRY ANALYSIS OF HUMAN
PLASMA GLYCOPROTEINS
Eszter Toth, Oliver Ozohanics, Anita Jekd, Balazs Bobaly, Laszl6 Drahos, Karoly Vékey

Glycosylation is one of the most frequent post-translational modifications of proteins. The most
important roles of glycosylation are: transport of proteins, communication between cells, immune
response and several human plasma glycoproteins have been proved as biomarkers for different
diseases, therefore, study of glycoproteins is very important. However, plasma is a complex biological
system with different inorganic and organic compounds, and contains a wide range of proteins as well.
Because of this complexity the determination of single protein glycosylation pattern from plasma is
unfeasible. To overcome this problem, proteomic analysis is usually preceded by extensive protein
isolation and sample preparation.

Our aims are to characterize glycosylation pattern of several plasma proteins. To achieve this goal, we
planned to develop an efficient plasma sample fractionation method. The first step is albumin and
immunoglobulin G depletion, to remove the most abundant components. Fractionation of the
remaining proteins is attempted by reversed phase HPLC using macroporous columns. Under such
conditions proteins are separated with high efficiency, but different glycoforms of a protein elute
together. This makes it possible to analyze the glycosylation pattern of a given protein from a single
HPLC fraction.

The developed fractionation protocol allows the simultaneous analysis of several glycoproteins from
plasma samples. Applying this method we have successfully determined the glycosylation pattern of
glycoproteins such as haptoglobin and serotransferrin.

We plan to use the developed method for a large-scale biomarker study of different glycoproteins.
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AZ ABCG2 FEHERJE SZEREPE HUMAN PLURIPOTENS OSSEJTEK STRESSZ ELLENI
VEDEKEZESEBEN
Erdei Zsuzsa, Péntek Adrienn, Sarkadi Balazs, Apati Agota

Az ABCG2 multidrog transzporter elsddleges szerepe, hogy a kiilonb6zo karos anyagok
felhalmozodasat sejtjeinkben megakadalyozza. Ennek megfeleléen az ABCG2 fehérje a legtobb
szovetféleségben kifejezddik, s6t a szdveti progenitor/Gssejt populacionak tartott SP sejtekre is
jellemz6 ez a membranfehérje, mind human, mind egér modellben. Lehetséges tehat, hogy az ABCG2
expresszio altalanosan jellemzi a szdveti Ossejt populaciokat. Kordbbi munkidnkban megmutattuk,
hogy nem csak a szoveti, hanem a pluripotens dssejtek esetében is ez a fehérje a meghatarozo
multidrog transzporter, bar a kifejez6dése populacids szinten heterogénnek mutatkozott [1].

Az ABCGQG?2 transzporter szerepe a multidrog rezisztens fenotipus kialakuldsaban jol feltérképezett,
azonban a fehérje normal fizioldgias funkcidjanak megértéséhez még nem all rendelkezésre megfeleld
mennyiségll adat. Jelen munkankban az ABCG?2 kifejezddést vizsgaltuk kiillonb6zd stressz hatasokra
human embrionalis &ssejt vonalak esetében [2]. Toxikus hatdsokra, mint a mitoxantron kezelés vagy
az UV fénnyel valdé megvilagitas, a sejtek nagy része elpusztult és azt tapasztaltuk, hogy bar az
ABCG2 expresszio jelentésen nem emelkedett (72 d6ra utan sem), azok a sejtek élték tul a toxikus
hatasokat, amelyek eleve rendelkeztek ezzel a fehérjével. Ha enyhe oxidativ stressz koriilményeket
teremtettiink, példaul kis mennyiségi H,O, (150 uM) kezeléssel, a sejtek nem pusztultak el és egy
nappal a kezelést kdvetden nem valtozott az ABCG2 expressziéo sem. Ez az enyhe oxidativ stressz a
kezelés elején (3-6 oran belill) azonban az ABCG2 fehérje internalizacidjat okozta. Ez a folyamat
visszafordithatd, mivel 24 oraval a kezelést kovetben visszaallt az eredeti ABCG2 expresszio.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az ABCG2 kifejez6dése populacids szinten elényds a sejtek
kiilonb6z6 stresszre adott valaszaban, és az ABCG2 dinamikus valtozasa a sejtfelszinen segit a
koriilményekhez valo gyors alkalmazkodasban. Mindezek alapjan az ABCG2 fehérje jelentds szerepet
jatszhat a szervezet szamdara nagyon fontos sejtpopulaciok, mint példaul az embrionalis Ossejtek

védelmében.
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STRESS CONDITIONS IN HUMAN PLURIPOTENT STEM CELL LINES;
THE ROLE OF ABCG2 MULTIDRUG TRANSPORTER
Zsuzsa Erdei, Adrienn Péntek, Balazs Sarkadi, Agota Apati

The ABCG2 multidrug transporter is known to function as an important mechanism limiting cellular
accumulation of various toxic compounds. ABCG2 is widely distributed in normal tissues, moreover,
it has also been indicated that ABCG2 confers the SP cell phenotype both in human and mouse
progenitors and tumor cells. These findings indicate that ABCG2 expression is a conserved feature of
tissue stem cells. Earlier we have shown a heterogeneous expression of ABCG2 in various pluripotent
human embryonic stem cell (HESC) lines [1]. Although the role of ABCG2 protein in the
development of a multidrug resistant phenotype is well studied, data about the substrates and function
of this protein under normal physiological conditions are still scarce.

In this study we investigated ABCG2 expression in HESC cultures during different stress conditions.
We examined the response of these cells to toxic effects caused by mitoxantrone or UV light exposure,
measuring cell death and ABCG2 expression by flow cytometry [2]. When the cells were exposed to
these treatments causing partial cell death, after 72 hours we could not detect an induction of the
overall ABCG2 expression but most of the surviving cells were those expressing ABCG2. When we
studied the effects of moderate oxidative stress conditions by using low concentration of H,0, (150
uM), cell death was negligible and after 72 hours ABCG2 expression was unchanged. However, at
the early time points (3-6 hours) of H,O, treatment the internalization of ABCG2 protein from the
plasma membrane was observed by immunostaining and confocal microscopy. This internalization
effect was reversible after 24 hours.

In light of these results we suggest that a dynamic balance of ABCG2 expression at the population
level has an advantage to promptly respond to changes in the cellular environment. Such an actively
maintained heterogeneity of ABCG2 expression might be evolutionary favorable to protect valuable
sanctuaries such as embryonic stem cells.

This work has been supported by OTKA, ETT and KMOP grants.
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HUMAN PLURIPOTENS OSSEJT EREDETU SZIVIZOMSEJTEK ELOALLITASA
SZIVIZOM PROGENITOR SEJTEKBOL
Szebényi Kornélia, Péntek Adrienn, Varady Gyorgy, Sarkadi Balazs, Apati Agota

A Dblasztociszta allapoti embrid belsd sejtcsomojabol 1étrehozott human embrionalis Gssejt (hESC)
vonalak fontos sajatossaga, hogy megfeleld tenyésztési koriilmények kozott folyamatosan osztodnak,
¢és az osztodasok soran is megtartjdk pluripotenciajukat, 6nmegtjuld képességiiket. Ha a tenyésztési
feltételek megvaltoznak, az dssejtek differencialédni kezdenek és a legkiillonbozdbb specializalddott
sejttipusok, példaul szivizomsejtek keletkeznek beldliik.

A szivizomsejtek célzott szelektalasat lehetdové tevd modszerek tarhdzat munkacsoportunk is
gazdagitotta, amikor leirtuk, hogy a zold fluoreszcens fehérjét (GFP) stabilan kifejezd Ossejtekbol
keletkez6 szivizom telepek GFP expresszidja erdteljesebb a nem-szivizom jellegli sejtekénél,
amennyiben CAG promoter hajtja meg a riporter fehérje expressziojat [1]. Gyogyszertesztelésre
alkalmas, nagymennyiségli szivizomsejt rutinszeri eldallitdsara a spontan kontrakcidot mutatod érett
szivizom sejtek kivalogatdsan alapuld modszereknél alkalmasabb lehet egy a szivizom progenitor
sejtek kivalogatasan és felszaporitasan alapuldé modszer, mivel a szivizom progenitor sejtek,
ellentétben az érett szivizom sejtekkel még rendelkeznek proliferacios képességgel.

Munkankban kimutattuk, hogy a CAG-GFP konstrukci6 nem csak érett szivizomsejtek, hanem
szivizom progenitor sejtek izolalasara is alkalmas. Vizsgalataink soran olyan sejtfelszini marker
kombinaciot is talaltunk, amely transzgén mentes &ssejtekbdl keletkezd sziv-progenitor jellegii
sejtpopulaciok kivalogatasat lehetévé teszi. Az izolalt szivizom progenitorokbol dobogd szivizom
készitményeket is létrehoztunk.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a sziv-progenitorok kivalogatasa és érett szivizomsejtekké torténd
differencialtatasa alkalmas modszer olyan szivizom készitmények eléallitasara, amelyek segitségével

a kardiotoxicitas nagyateresztd képességii eljarasokkal is tesztelhetové valik.
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GENERATION OF HUMAN PLURIPOTENT STEM CELL-DERIVED CARDIOMYOCYTES
FROM CARDIAC PROGENITORS
Kornélia Szebényi, Adrienn Péntek, Gyorgy Varady, Balazs Sarkadi, Agota Apati

Human embryonic stem cells (hESCs) derived from the inner cell mass of the blastocyst stage embryo
are able to proliferate and retain their pluripotency in adequate culture conditions. When the culture
conditions are changed, the hESCs differentiate into more specialized cell types like cardiomyocytes
(CMs).

Several methods enabling the selection of CMs have been reported before. As we have shown, CMs
can be isolated based on their exceptionally high GFP (green fluorescent protein) expression level,
when the CMs are derived from hESCs which stably express GFP, driven by the CAG promoter [1].
Methods enabling isolation of spontaneously contracting CMs may be less suitable for large-scale
production of CMs for drug screening applications than methods based on purification and subsequent
differentiation of cardiac progenitor cells, since cardiac progenitors, unlike CMs, still possess
proliferative capability.

In our work we found that the CAG-GFP construct can be used for the isolation of cardiac progenitors,
since cardiac progenitors, similarly to the late-type CMs, also express GFP at an exceptionally high
level when the CAG promoter drives the expression of the fluorescent protein. In the course of our
experiments we found a cell surface marker combination which enables the isolation of cardiac
progenitors derived from hESCs, free from any transgenes. Moreover, we were able to generate
spontaneously contracting CMs from the isolated cardiac progenitors.

Our results suggest that purification and subsequent differentiation of cardiac progenitors is a
promising strategy to receive pure populations of cardiomyocytes even for large-scale production,

supporting drug discovery applications.
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HUMAN PLURIPOTENS OSSEJTEK LETREHOZASA ES JELLEMZESE
Véfély Gergd, Erdei Zsuzsa, Orban I. Tamas, Nyitrai Gabriella, Apati Agota, Sebe Attila”,
Rosivall Laszl6”, Sarkadi Balazs

A human pluripotens dssejtek mindkét f6 tipusa, az embrionalis (HuES) illetve az indukalt (hiPS)
pluripotens Ossejt, j alkalmazasi lehetOségeket nytjt az in vitro betegség modellek, gyogyszertesztek
kidolgozasaban, valamint a fejlddésbioldgiai és sejtterapids kutatdsok terén. Az embrionalis
Ossejtekkel kapcsolatos immunologiai €s etikai problémakra az indukalt pluripotens dssejtek 1j,
alternativ megoldast kinalnak.

Munkank célja hiPSC klonok létrehozasa, jellemzése és HuES sejtekkel vald Osszehasonlitdsa,
kiilonds figyelmet forditva a sejtek belso kalcium-szint valtozasainak vizsgalatara. Munkéank sordn az
indukalt pluripotens Ossejteket érett emberi fibroblaszt sejtekbdl (HFF) programoztuk at az dssejt-
allapotot meghataroz6 mestergénekkel (Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc és a Lin28), egy transzpozon-alapt
(Sleeping Beauty) génbeviteli rendszer segitségével. A hiPS sejteket egér embriondlis fibroblaszt-
sejteken tenyésztettiikk, majd immuncitokémiai és aramlasi citometrids modszerekkel ellendriztiik az
Ossejt allapotra jellemzé markereket (Oct4, Nanog, PODOX). A sejtek fejlédésbiologiai potencialjat
spontan differenciacios modellben vizsgaltuk. Az intracellularis kalcium szint valtozasainak
vizsgalatahoz a sejteket fluoreszcens kalcium indikator fehérjével (Fluo4-AM) feltoltottiik, majd
kiilonb6z6 kémiai agensekkel indukaltunk kalcium szignalokat.

Megfigyeléseink szerint a hiPSC és HUES sejtek nagyon hasonloan expresszaljak az ¢ssejt markereket
és differenciacios potencialjuk is hasonldé. Mindkét sejttipus pluripotens, €s képes mindharom
csiralemez (ekto-, mezo- és endoderma) irdnyaba differencialodni. Az ATP, LPA, tripszin valamint az
angiotenzin Il kalcium-szint novekedést okozott, mig a GABA, a hisztamin és a trombin semmiféle
valtozast nem okozott egyik sejtféleségben sem. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy az altalunk
létrehozott hiPS sejtek szamos szempontbdl megfelelnek az Ossejteket jellemzd kritériumoknak, igy
valéban jol alkalmazhaté alternativ forrasai lehetnek a sejtbiologiai és a gyogyszerfejlesztési

kisérleteknek.

*Semmelweis Egyetem, Korélettani Intézet, Budapest
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GENERATION AND CHARACTERIZATION OF HUMAN PLURIPOTENT STEM CELLS
Gerg6 Vofély, Zsuzsa Erdei, Tamas 1. Orban, Gabriella Nyitrai, Agota Apati, Attila Sebe”,

Lészl6 Rosivall”, Balazs Sarkadi

Human pluripotent stem cells provide new possibilities in generating in vitro disease models for drug
screening and for gene- and cell therapy. Human embryonic stem cells (HUES) have several
limitations in this regard, including ethical and immunological concerns. Therefore, the
reprogramming of somatic cells into a pluripotent state, resulting in induced pluripotent stem cells
(iPSCs), became a valuable alternative source.

Our aims were the generation and characterization of hiPSC and their comparison to HUESC,
especially focusing on cellular calcium signals. In this work human iPSCs were generated from human
foreskin fibroblasts (HFF), by introducing the reprogramming factors (Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc, and
Lin28) in a single expression cassette, using the Sleeping Beauty transposon system. After iPSC
generation, the pluripotent cells were grown on mouse embryonic fibroblast feeder cells.
Determination of pluripotency was achieved by immuno-staining and flow-cytometry examination of
stem cell markers (Oct4, Nanog, PODOX). Differentiation capacity was examined by using a
spontaneous differentiation model. The cellular calcium responses were induced by various ligands
and detected after loading the cells with the fluorescent calcium indicator, Fluo-4.

We found that both cell types showed the proper expression of markers of pluripotency, and gave
similar differentiation patterns to form all cell types of the three germ lines (ecto-, meso-, and
endoderm). The calcium signals induced by ATP, LPA, trypsin and angiotensin Il were comparable in
hiPS and HUES cells. There was no calcium signal evoked by thrombin, histamine or GABA in the
PSCs. Our data indicate that the generated hiPS cells in many aspects are similar to the HUES cells and

suggest that iPSCs may be used as an alternative model for drug screening studies.

“Semmelweis University, Institute of Pathophysiology, Budapest
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Ay-VALEROLAKTON ES A LEVULINSAV-ETILESZTER REAKCIOKINETIKAI
KUTATASA

Farkas Maria

Kozismert tény, hogy a rendelkezésre allo kdolaj és foldgazkészletek belathatd idén beliil kimeriilnek,
ezért sziikséges a fosszilis alapu energia ¢és vegyipari alapanyagok kivéltdsa megujulod
energiahordozokra és alapanyagokra. A megujulé bioanyagok soraba tartoznak az Ugynevezett
»masodik generacids” biolizemanyagok és szerves vegyipari alapanyagok, amelyeket az étkezési
célokra nem hasznalhatd biomasszabol allitanak elé [1] . Kiilondsen igéretes bioanyagok a gamma-
valerolakton (GVL) és a levulinsav-etilészter (ELA) [2]. Reakciokinetikai vizsgalatuk érdekes és
fontos alapkutatasi és gyakorlati, égéskémiai és 1égkorkémiai szempontbol egyarant.

A GVL ¢és ELA reakciokinetikai vizsgalatat az ugynevezett ,direkt” kisérleti moddszerek
alkalmazasaval végeztem, amikor a reagald atomok és szabadgyokok megfigyelése kozvetleniil
torténik [3]. Az OH + GVL reakcié tanulmanyozasara az impulzuslézer-fotolizist (PLP) és a
gyorsaramlasos (DF) modszert alkalmaztam [4].

A szobahdmérsékleten meghatarozott sebességi egyiitthatok jol egyeznek, igy megallapithatjuk, hogy
a tanulmanyozott reakcionak nincs nyomasfiiggése. A gyorsaramlasos moddszerrel elvégeztem a
reakcio homérsékletfiiggésének vizsgalatat a 298-423 K hémérséklettartomanyban. Megallapitottam,

hogy a sebességi egylitthatd csak kis mértékben n6é a hdmérséklettel.

Az ELA termikus bomlédsanak vizsgalatat egy
kiilfoldi tanulmanytt keretében az 1. abran
lathaté 16késhullamcsdé berendezésben (ST)
végeztem. A reakcid kinetikajat a bomlas
soran  keletkez6 ~ H-atom  rezonancia-
abszorpcios (ARAS) detektalasaval
tanulmanyoztuk. Az 1300-1500 K

hémérséklet tartomanyban elvégzett

Ldbra A I6késhullamesd berendezés (ST) kisérletek alapjan a bomlési reakcidra a

korabbi varakozasokkal szemben, joval kisebb aktivalasi energia értéket kaptunk.
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REACTION KINETIC STUDY OF y-VALEROLACTONE AND ETHYL LEVULINATE

Maria Farkas

It is well known that reserves of crude oil and natural gas will be exhausted in the foreseeable future. It
is therefore necessary to find renewable substitutes for fossil fuels and fossil-based chemical
feedstocks. The renewable, so-called ,,second-generation” (2G) biofuels and organic feedstocks are
produced from non-edible hemicellulosic biomass [1]. Especially promising 2G biomaterials are the y-
valerolactone (GVL) and ethyl levulinate (ELA) [2]. Reaction kinetic studies of GVL and ELA are
interesting and important from a basic scientific point of view and also for practical reasons related to
combustion and atmospheric chemistry.

I have performed kinetic investigations of GVL and ELA by using ,,absolute” experimental methods,
when the reacting atoms and free radicals are observed directly [3]. Rate coefficients for the reaction
of GVL with OH radicals have been determined by employing both the fast discharge flow (DF) and
pulsed laser photolysis (PLP) experimental techniques [4].

The rate coefficients determined with the two methods agree well with each other at room temperature
implying that the studied reaction has no pressure dependence. The temperature dependence of the OH
+ GVL reaction was studied in the temperature range of 298 - 423 K using the DF method. The rate
coefficient has been found to increase only slightly with increasing temperature.

The thermal decomposition of ELA was studied in the shock tube (ST) apparatus that is shown in Fig.

1 during my study tour in Germany. In the decomposition reaction of ELA, hydrogen atoms are

formed which are detected by H-atom
resonance absorption. The ST experiments
'\"1’ were carried out in the temperature range of
1300 - 1500 K. The activation energy of the
decomposition reaction has been found much

smaller than expected previously.

Figure 1 The shock tube apparatus (ST)
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AZ EGHAJLATVALTOZAS ES A LEGKOR KEMIAJANAK KAPCSOLATAROL

Ziigner Gabor Laszlo

Napjaink légkorkémiai kutatdsainak kozéppontjaban annak vizsgalata all, hogy a vilagméreti
felmelegedésnek milyen hatasa van a légkor kémidjara, és a légkor kémiai Osszetételének
megvaltozdsa hogyan hat vissza az éghajlatvaltozasra. Kevéssé ismert, hogy a légkdrben taldlhato,
kémiailag aktiv iiveghdzhat4dst gazok éghajlati terheld hatdsa 6sszemérhetd a szén-dioxidéval, annak
kozel 50%-at teszi ki [1]. Koziiliikk az egyik legfontosabb a troposzféraban talalhatdo 6zon (a “rossz
o0zon”), ami egészségkarosito és toxikus hatasi (varosi szmog), igy az éghajlatvaltozas szoros
kapcsolatban all a levegd mindségével is. Ugyancsak jelentés az éghajlati felmelegité hatasa a
halogéntartalmu szénhidrogéneknek, amelyek dont6 tobbsége az emberi tevékenység révén
(kozlekedés, ipar, haztartasok) keriil a légkorbe. A halogéntartalmiu szerves anyagok koziil az
ugynevezett HFC-anyagok (“hydro-fluoro-carbons™) éghajlati terhel6 hatdsa valik egyre inkabb
jelentdssé [2]. Ezek a f6leg légkondicionalasra hasznalt anyagok a klortartalma freonok
helyettesitésére sziilettek, nem karositjak a Foldet védo 6zonréteget, azonban tobbségiikben erdsen
{iveghazhatasti gazok. Igy érthetd, hogy a hiitékozegek fejlesztésének egyik legfontosabb szempontja
az iiveghazhatas tényezOjik (GWP értékiik) csokkentése. Egy igéretes 1j hiitdanyag a HFC-161
(C,HsF), amelynek GWP értéke nagysagrendekkel kisebb, mint pl. a legnagyobb mennyiségben
hasznalt HFC-134a (CF;CH,F) hiitéanyagé. Nem volt azonban korabban ismert, hogy a HFC-161
légkori lebomlasa soran nem keletkezik-e beldle mas iiveghazhatasu géz.

El6adasomban részletesebben az éghajlatvaltozas és a 1égkdr kémidjanak kolcsonhatdsaval
foglalkozom, emellett réviden bemutatom a HFC-161 hiitdanyag 1égkdri lebomlasanak laboratoriumi
reakciokinetikai és fotokémiai kutatasi eredményeit. Az etil-fluorid a 1égkorben hidroxilgyokkel
reagal el elsGsorban, amely reakcidra Gj sebességi egyiitthato értéket hataroztam meg. Fotooxidacios
lebomlasa soran acetil-fluorid keletkezik, ennek a lebomlési koztiterméknek részletesen vizsgaltam a
fotokémiai sajatsagait. Eredményeim alapjan a két molekula 1égkori élettartamara ©(C,HsF) = 109 nap,
és 1(CH3COF) = 1 év értékeket adtam meg. Ezek a viszonylag rovid élettartamok azt jelentik, hogy a
hiitékozegként javasolt HFC-161 valoszinlileg valoban kdrnyezetbarat, 1égkori lebomlasa nem vezet a

kornyezetet karosito, illetve erdsen liveghdzhatasti melléktermékek keletkezésére [3].
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Gabor Laszl6 Ziigner

Focus of recent atmospheric chemistry research is the basic question of how global warming affects
the chemistry of the atmosphere, and how the composition change caused by atmospheric reactions
feedbacks to climate change. It is relatively little known that climate forcing of the chemically active
greenhouse gases (GHGs) is approximately 50% of that of the most important GHG, carbon dioxide
[1]. Among the chemically active GHGs tropospheric ozone (the “bad ozone”) is very important.
Ozone is a toxic gas causing health problems, it is a constituent of urban smog, therefore the climate
change is closely related the quality of air. The climatic forcing of halogenated hydrocarbons is also
significant, most of which have anthropogenic origin (traffic, industry, households). The GHG effect
of the so called HFCs (hydro-fluoro-carbons) becomes more and more significant [2]. These
substances, which are replacements of the chlorine containing Freon’s, do not damage the Earth’s
protecting ozone layer, but most of them are strong greenhouse gases. Thus, it is understood that one
of the most important aspects of the development of air conditioners is the reduction of their global
warming potential (GWP). A new promising refrigerant is HFC-161 (C,HsF), the GWP value of which
is orders of magnitude smaller than that of the most frequently used HFC-134a (CF;CH,F). It was not
known however, if the atmospheric degradation of HFC-161 would lead to the formation of strong
greenhouse gases or compounds harmful to the environment.

In my lecture, | present in most detail the different aspect the coupling between climate change and
atmospheric chemistry and will give a brief account of the laboratory reaction kinetics and
photochemical results that are related to the atmospheric chemistry of HFC-161. The ethyl-fluoride
reacts mostly with OH radicals in the atmosphere for which | have determined new reaction rate
coefficient. During its atmospheric degradation acetyl-fluoride is formed as a reactive intermediate. |
have studied the photochemistry of CF;COF in detail. Utilizing my laboratory results | have proposed
the following atmospheric lifetimes for the two molecules: ©(C,HsF) = 109 day and 1(CH;COF) = 1
year. These relatively short lifetimes imply that the recently proposed HFC-161 refrigerant is probably
an environmentally friendly Freon substitute. Its atmospheric degradation does not lead to
environmentally harmful or strong greenhouse gases [3].
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Nyeste Antal

A prion fehérjének kozponti szerepe van kiilonféle neurodegeneracios betegségekben, amelyeket
Osszefoglald néven fert6z6 szivacsos agylagyulasoknak (transmissible spongioform encephalopathy,
TSE) neveziink. Ezekben a betegségekben az agy meghatarozott teriileteinek spongioform elvaltozasa,
az idegsejteknek a pusztulasa figyelheté meg. A beteg allatokbol, illetve emberekbdl kimutathato a
Azoknak a PrP konstrukcidoknak az expresszidja, amelyek delécidkat tartalmaznak a fehérje N-
termindlis, flexibilis domainjén taldlhaté Centralis Régidoban (CR), a TSE-hez hasonloan
neurodegeneracios tiineteket okoz PrP%-hianyos egerekben, illetve kisagyi granularis primer
sejtkulturdkban. Fontos kiilonbség a TSE-khez képest, hogy mig azokban a betegségekben a vad
tipust endogén prion fehérje szubsztratként szolgal, konformacié-atalakuldson megy at és jelenléte
sziikséges ahhoz, hogy egy allatot meg lehessen fert6zni (a PrP hianyos egerek rezisztensek a
prionfert6zésre). A PrPACR 4altal okozott hatasok nagy mértékben csokkennek/megsziinnek, vad
tipust PrP koexpresszidja esetén mind egér, mint primary sejtkultira modellek esetén.

A PrPACR, illetve mas, hasonlé delécidos mutans PrP expresszioja megndvekedett érzékenységet okoz
bizonyos antibiotikumokra, és szelekcios agensekre immortalizalt, valamint primary sejtkultirakban.
Vad tipust PrP koexpresszio ezt az fenotipust is megsziinteti.

A Shadoo fehérje (Sho) aPrion fehérje csalad legujabb tagja. Ugyan a fehérje pontos funkcidja nem
ismert, de szamos adat szerint a fehérje képes atvenni a PrP néhany funkciojat, pl. primary kultirakban
kivédi a PrPACR altal okozott spontan toxicitast tigyanugy, ahogy azt a vad tipusi PrP képes
megtenni.

Ebben a munkaban azt vizsgaltuk meg, hogy a Shadoo jelenléte képes-e megszlintetni a PrPACR altal

okozott antibiotikum érzé¢kenységet, ahogy azt a vad tipusu PrP koexpresszidja teszi.
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THE CONSEQUENCE OF SHADOO OVEREXPRESSION ON THE DRUG
HYPERSENSITIVITY CAUSED BY PRPACR
Antal Nyeste

Prion diseases or transmissible spongiform encephalopathies are spongiform degenerations of the
brain with variable degree of amyloidal plaque formation, caused by the accumulation of an abnormal
isoform of the cellular prion protein, referred as PrP".

Prion protein constructs with deletions in their N-terminal flexible domains involving the Hydrophobic
Cluster or the Central Region (ACR) has a neurotoxic phenotype when expressed in PrP knockout
transgenic mice. Although infectious matter did not form in these transgenic mice, the coexpression of
wild type PrP seems to eliminate the neurotoxic phenotype making these deletion constructs ideal to
study how the physiological function of PrP® might be subverted to produce neurotoxic effects.
Expressing PrPACR, or other N-terminally truncated PrP constructs in mammalian cell lines was
shown to cause hypersensitivity to certain antibiotics. This drug hypersensitive phenotype can be also
rescued by co-expression of wild type PrP°.

The Shadow of Prion protein, or Shadoo is the newest member of the prion protein family. The
physiological function of this protein is mostly unknown, but various models suggested that Shadoo
may have overlapping functions with the prion protein. Like PrP® it also ameliorated the excitotoxicity
caused by glutamate, in cultured cells. Furthermore, it rescued cells from spontaneous apoptosis
caused by a toxic deletion mutant of PrP in transiently transfected primary cell cultures as well as in
various immortalized cell lines.

Here we examined if the hypersensitivity to Zeocin caused by PrPACR could also be rescued by the
Shadoo protein.
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A SHADOO ES A PRION FEHERJE SEJTMAGI LOKALIZACIOJA ES TRANSZPORTJA
Toth Eszter*

A prion betegségek minden esetben halalos kimeneteli neurodegenerativ betegségek, melyek
kialakulasaban kozponti szerepe van a cellularis Prion fehérjének. A prion fehérje csaladnak tovabbi
két tagja ismert, a Doppel és a nemrégiben felfedezett Shadoo fehérje. A Shadoo fehérje bizonyos
kisérleti feldlldsokban a Prion fehérje funkcionalis analdégjanak mutatkozott és tobb szerkezeti
motivumban is hasonlit a Prion fehérje rendezetlen N-terminalisdhoz. Ilyen hasonldésagok a repeat
régiok mindkét fehérje N-terminalisan, a hidrofob domének. A Prion fehérje pontos funkcioja, kiilonos
tekintettel a betegség kialakulasara egyelére nem ismert.

Jelen munkankban a Shadoo és Prion fehérjék sejtszintli lokalizacigjat, nuklearis lokalizacios
szignaljat, valamint sejtmagi transzportjat vizsgaltuk.

Azonositottunk egy nuklearis lokalizacids szignalt (NLS) a Shadoo fehérje pozitivan toltott N-
terminalisaban, mely képes a fehérjét a sejtmagban és a nucleolusban feldusitani még a szekrécios
szignal jelenlétében is. Csak aktiv transzportot lehet6vé tevd, nagyméretli fehérjével fuzionaltatva a
Shadoo fehérje NLS-e nem volt képes magi transzportot eldéidézni, azonban az aktiv folyamatok

SS ho

blokkolasakor, hiités hatasara vagy ¢heztetésre, a GFP-NL sejtmagi dusuldsa a nucleolusok

kivételével megsziint.

*ELTE TTK, Anatomia, Sejt- és Fejlodésbioldgiai Tanszék
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NUCLEAR LOCALIZATION AND TRANSPORT OF SHADOO AND PRION PROTEINS
Eszter Toth*

Prion protein (PrP) that is known for its central role in transmissible spongiform encephalopathies has
been reported to posses two nuclear localization signals (NLS) and localize in the nuclei of certain
cells in various forms. Shadoo protein (Sho) - newest member of the Prion protein family - shares
structural similarities and functional analogies with PrP.

We aimed to investigate the cellular localization of these proteins, identify the NLS and characterize
the nature of the nuclear transport mediated by the NLS of either Sho or PrP.

We identified a nuclear localization signal in Sho. The NLS is located in the N-terminal, positively
charged region of Shadoo - from aa. 25 to aa. 61 - and seems to mediate the nuclear and nucleolar
enhancement of Sho even in the presence of an ER-targeting signal sequence.

We found that Sho’s NLS was not able to direct those fusion constructs which cannot diffuse freely
through the nuclear pore complex, to the nucleus. After energy depletion the nuclear enhancement of
a Sho-GFP constructs (that are able to diffuse freely into the nucleus) was abolished, but the nucleolar
signal remained unchanged suggesting a binding partner of Sho in the nucleolus.

*E6tvos Lorand University, Department of Anatomy, Cell- and Developmental Biology
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FORDITOTT FAZISU KROMATOGRAFIAS TOLTETEK OSSZEHASONLITASA
PROTEINEK IZOLALASARA
Bobaly Balazs *, Téth Eszter

Munkank soran proteinek izolalasaval és poszttranszlacios modosulasaik vizsgalataval foglalkozunk.
Hossza tavh kutatasi célunk potencialis N-glikozilalt protein biomarkerek felfedezése. A proteineket
human vérplazmébol, tobbféle dusitasi eljarassal, koztiik RP-HPLC frakcionalassal izolaljuk, majd az
izolatumokat nanoUPLC-MS/MS modszerrel vizsgaljuk. A  hatékony izolaldsi mddszer
kidolgozasahoz ismerni kell az alkalmazott toltet tulajdonsagait és optimalizalni kell az analitikai
protokolit.

Proteinek elvalasztasaban a forditott fazisti kromatografia igéretesebb paraméterekkel (szelektivitas,
csucskapacitas) rendelkezik a tobbi kromatografias technikédnal. A tdltet mindségét (Van Deemter
gorbe, hidrofobicitas, hidrofoéb szelektivitas, ioncseréld és H-kotd kapacitds, stb.) altaldban kis
molekuldkkal jellemzik. Az igy kapott eredmények azonban nehezen extrapoldlhatéoak proteinek
elvalasztasara. Bioldgiai makromolekuldk esetében a visszatartast meghatarozd tényezok
meglehetésen heterogének. A hidrofob kdlcsonhatas mellett kifejezettebb szerepet kapnak az erésebb
(kvazi irreverzibilis), ioncserés és H-hidas kolcsonhatasok [1]. Nagyméretii molekulak
elvalasztasakor gatolt porus diffuzido léphet fel. Ezek a jelenségek hatassal vannak a proteinek
visszanyerésére [2]. Korlatozott visszanyerés csokkenti a modszer érzékenységét és megbizhatosagat.
Proteinek izolalasa soran ismerni kell tehat, hogy az injektalt mennyiség mekkora része elualodik
kromatografias csucsként (legyiijthetdé frakcioban). A visszanyerés és a toltet mindségének
ismeretében lehet6ség nyilik az adott izoldlasi feladatra legalkalmasabb toltet kivalasztasara. A
kromatografias koriilmények (Crrara, T, AP) optimalasaval a visszanyerés tovabb javithato.
Vizsgalataink soran tdbb, proteinek elvalasztasara dedikalt kolonnat teszteltiink kiilonb6zo
proteinekkel. A visszanyerési kisérletek soran UPLC-UV méréseket végeztiink. A proteineket azonos
kromatografias koriillmények kozott injektaltuk az oszlopra és a detektorba. A visszanyerésket a kapott

csucsteriiletek aranyabol becsiiltiik.
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COMPARATIVE STUDY ON CHROMATOGRAPHIC COLUMNS FOR THE REVERSED
PHASE ISOLATION OF PROTEINS
Balazs Bobaly*, Eszter Toth

Our long term research aim is to investigate glycosilated human plasma and tissue proteins as potential
biomarkers. As part of this project, we are utilizing various protein enrichment and isolation protocols,
including RP-HPLC fractionation. While the HPLC methodology is well established for small
molecules, for macrolecules it is far from being straightforward. To do protein fractionation
efficiently, one has to test and optimize analytical protocols; in this communication we present our
results investigating properties of various HPLC columns with respect to protein analysis.

For separating proteins, reversed phase chromatography has valuable benefits compared to other
chromatographic techniques (selectivity, peak capacity). The quality of the packing (Van Deemter
plot, hydrophobicity, hydrophobic selectivity, ion exchange capacity, hydrogen bonding capacity, etc.)
is typically characterised only for small molecules. However, retention of proteins on the stationary
phases is governed by different interactions. The role of stronger (quasi irreversible) interactions (H-
bonding and ion exchange activity) and hampered pore diffusion are more pronounced for proteins,
than in the case of small molecules [1], resulting in poor recovery rates of biological macromolecules
[2], decreasing sensitivity and reliability of the method. Therefore, it is essential to know and to
optimize protein recovery. Knowing figures of merit (including protein recovery) for various columns,
the appropiate column for a given isolation task can be selected. By the optimisation of the
chromatographic parameters (Ctea or ea, T, AP), further enhancement of the recoveries could be
reached.

Different columns dedicated for protein separation were tested using various protein standards. Data
was collected from HPLC-UV runs. The proteins were injected onto the column and directly into the
detector (without column) in the same chromatographic conditions. Recoveries were estimated from

the registered peak areas.

*BUTE, Department of Inorganic and Analytical Chemistry
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NUKLEOTIDOK MEGHATAROZASA FLUORESZCENS SZENZORRAL

Hessz Dora, Baranyai Péter, Bitter Istvan,* Héja Laszlo, Kardos Julianna, Kubinyi Miklos

Az elmult évtizedekben az érdeklédés kozéppontjaba keriiltek a nukleozid-polifoszfatokat — mas
néven nukleotidokat felismeré molekulak, mivel a nukleotidok alapvetd fontossagiak példaul a DNS
és RNS szintézisénél valamint a sejtek energiahaztartasaban, ugyanakkor kevés olyan teszt 1étezik,
amellyel gyorsan és szelektiven meghatarozhatok. A nukleotid-szelektiv szenzor-molekuldkkal nem
csak a mennyiségi meghatarozas lenne lehetséges, hanem akar annak valtozasa is kovethetd lenne,
végsO célként hasznalhatoak lehetnek monitorozésra, az €l6 szervezetben végbemend valtozasok
megfigyelésére. [1.]

Kutatasaink soran podand tipusu szenzorokat vizsgaltunk. A podandok felépitésiiket tekintve egy
tavtartd egységbodl (spacer) allnak, melyhez kapcsolodik két vagy tobb ,kar”, amelyeken talalhato egy
molekula felismeré rész, valamint a detektalashoz sziikséges — esetiinkben fluorofor — csoport.
Vizsgalataim soran kétkaru szenzorokkal dolgoztam. [2.]

A szenzor molekula ugynevezett ,,turn-on” fluoreszcenciat mutat bizonyos nukleozid-polifoszfatokkal
jelenétében. Vizsgalataim soran ATP, ADP, AMP, GTP, UTP, UDP nukleotidokkal szembeni
szelektivitast vizsgaltam vizes oldatban. Ennek eredményeként elmondhato, hogy a vizsgalt szenzorok
koziil egy érzékeny ATP-re, kis mértékben UTP-re és GTP-re, mindamellet a tobbi vizsgalt
nukleotiddal nem 1ép szamottevd kdlcsonhatasba.

Célkitiizésiink a szenzor molekula és a nukleotidok reakcidinak jellemzése spektroszkdpiai
modszerekkel, tovabba — az MFI neurokémikusaival egylittmiikddve — megvizsgalni a szenzor

alkalmazhatosagat idegsejtekben lejatszodo folyamatok vizsgalataban.

* BME Szerves Kémia és Technoldgia Tanszék
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A NEW FLUORESCENT SENSOR FOR DETERMINATION OF NUCLEOSIDE
POLYPHOSPHATES

Doéra Hessz, Péter Baranyai, Istvan Bitter*, Laszl6 Héja, Julianna Kardos, Miklos Kubinyi

In the past decades a great attention has been focused on the molecular recognition of nucleoside
polyphosphates — also called nucleotides - because they play a major role in several key biological
processes as the building blocks of DNA and RNA, and the energy carriers in living cells. There are,
however, only a few tests for the measurement of the concentration of nucleotides, which are fast and
selective. Nucleotide selective molecular receptors can be used not only for quantitative
measurements, but also for studying the spatial and temporal variation of nucleotides in living cells, in
other words, for monitoring biochemical processes in living organisms. [1.]

We studied novel fluorescent nucleotide receptors, with podand structure. The podands consist of a
spacer and two or more arms, the latters include a receptor site and a marker unit — which is a
fluorophor group in our case.

Our sensors show ,turn-on” fluorescence in the presence of some nucleoside-polyphosphates.
Comparing the spectral changes upon the addition of ATP, ADP, AMP GTP, UTP and UDP
nucleotides to the aqueous solutions of our sensors, one of the sensors was found sensitive to ATP,
less sensitive to GTP and UTP, whereas the other nucleotides did not cause any significant spectral
variation. [2.]

The goals of the present work are to describe the reaction between the new receptors and nucleotides
on the basis of spectroscopic experiments, and — in cooperation with the neuorochemists of the
Institute of Molecular Pharmacology - to study the usability of the best performing sensor for the

examination of processes in nerve-cells.

*Department of Organic Chemistry and Technology, Budapest University of Technology and

Economics
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1-ES ES 2-ES TiPUSU IZOCITRAT DEHIDROGENAZ MUTACIOK AKUT MYELOID
LEUKEMIABAN
Magdalena Koszarska*, Bors Andras*, OrbanTamés, Batai Arpad**, Sipos Andrea**,
Fekete Sandor**, Masszi Tamas**, Sarkadi Balazs, Tordai Attila*, Andrikovics Hajnalka*

Az 1-es és 2-es tipusu izocitrat dehidrogenaz (IDH1 és 2) mutacioit a kozelmiltban azonositottak az
akut myeloid leukémia (AML) patogenetikai hatterében. Vizsgalatunk célja az IDH mutaciok
gyakorisaganak, klinikai és prognosztikai jellemzdinek feltérképezése volt magyar AML betegek
csoportjaban.

Egy intézetben konszekutiv médon diagnosztizalt AML betegeket (n=376; életkor: 51 év; [16-93 év])
vizsgaltunk. Az IDH muticidkat allél-specifikus PCR modszerrel azonositottuk. IDH1 ¢és IDH2
mutaciok kizarolag egymastol fliggetlentil fordultak el6 az azonositott 32 (8,5%) és 28 (7,5%) esetben.
Az IDH1 vizsgalata soran az R132C (43,7%) és R132H (31,2%) mutéciok voltak a leggyakoribbak.
Az IDH2 esetében R140Q (71,4%) és R172K mutéciokat (28,6%) azonositottunk. IDH mutacio
pozitiv. AML betegek esetén a kovetkezd klinikai jellemzoket lehetett megfigyelni a diagndzis
idépontjaban: idésebb életkor (p=0,001), magasabb trombocita szam (p=0,001), kozepes
rizikdcsoportba sorolhatdé karyotipus gyakori eléfordulasa (p<0,0001), NPM1 mutaciéo gyakori
tarsulasa (p=0,022) és az ABCG2 gén alacsonyabb mRNS expresszios szintje (p=0,006). Meglepo
moédon bizonyos IDH mutaciok eltéré gyakorisaggal tarsultak az NPM1 mutacioval (IDH1 R132C
esetek 14%-aban, R132H esetében 70%-aban (p=0,02); IDH2 R140Q esetek 47,4%-4ban, R172K
hordozoknal 0%-aban (p=0.02) fordult el6 NPM1). A remisszios és a relapszus gyakorisag, illetve az
Osszesitett tulélés (OS) tekintetében nem volt kiilonbség az IDH1/IDH2 mutaciot hordozok és a vad
tipust hordozok kozott. Az IDH1 R132H mutacio negativan befolyasolta az OS-t (p=0.02).
Megfigyeléseink szerint, a k6z0s patogenetikai hattér ellenére az eltéré IDH mutaciok eltérd klinikai

¢és prognosztikai jellemzdkkel birhatnak.

* Orszagos Vérellatd Szolgalat, Molekularis Diagnosztikai Laboratorium, Budapest
** Egyesitett Szent Istvan és Szent Laszlo Korhaz, Hematologiai és Ossejt-transzplantacios Osztaly,
Budapest
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ISOCITRATE DEHYDROGENASE 1 AND 2 MUTATIONS IN ACUTE
MYELOID LEUKEMIA
Magdalena Koszarska*, Andras Bors*, Tamas Orban, Arpad Batai**, Andrea Sipos**,

Sandor Fekete**, Tamas Masszi**, Balazs Sarkadi, Attila Tordai*, Hajnalka Andrikovics*

Mutations of isocitrate dehydrogenase 1 and 2 (IDH1 and 2) are novel genetic alterations identified in
the pathogenesis of acute myeloid leukemia (AML). The aim of our study was to investigate the
frequency, clinical associations and the prognostic effect of IDH mutations in a Hungarian cohort of
patients with AML.

As a single institute experience, 376 consecutively diagnosed AML patients (age: 51; range: 16-93
years) were enrolled. IDH mutations were screened using allele-specific PCR. IDH1 and IDH2
mutations were mutually exclusive, detected in 32 (8.5%) and 28 cases (7.5%). In IDH1, R132C
(43.7%) and R132H (31.2%) substitutions were the most frequent. In IDH2, R140Q (71.4%) and
R172K (28.6%) were identified. IDH mutations were associated with: older age (p=0.001), higher
platelet counts (p=0.001), intermediate karyotype (p<0.0001), NPM1 mutation (p=0.022) as well as
with a lower mRNA expression level of ABCG2 gene (p=0.006) at diagnosis. Interestingly, particular
IDH mutations differed in association with NPM1 mutations: double IDH and NPM1 mutations
occurred in 14.3% of IDH1 R132C vs. in 70% R132H carriers (p=0.02); in 47.4% of IDH2 R140Q vs.
in 0% R172K carriers (p=0.02). Remission rate, relapse rate, overall survival (OS) were not different
in IDH1/IDH2 mutants vs. wild type. IDH1 R132H negatively influenced OS (p=0.02).

According to our observations, particular IDH mutations may have distinctive clinical and

prognostical impact even if they have common pathogenic background.

* Laboratory of Molecular Diagnostics, Hungarian National Blood Transfusion Service, Budapest
** Department of Hematology and Stem Cell Transplantation, St. Istvan and St. Laszlo Hospital,
Budapest

69



AZ ABCG4 ES ABCG1 FEHERJEK DIMERIZACIOJANAK ES FUNKCIONALIS
KOLCSONHATASANAK VIZSGALATA
Hegyi Zoltan, Sarkadi Balazs, Homolya Laszl6

Kutatasaink kozéppontjaban az ABC (ATP-Bindig Cassette) transzporterek népes csaladjaba tartozo
ABCG4 ¢s ABCGI fehérjék allnak. A két membranfehérje aminosav szinten magas foku rokonsagot
mutat. A funkcionalis egység kialakitdsdhoz két transzmembran doménre és két ATP koté doménre
van sziikség, ezért dimert kell képezniiik. A veliik kozeli rokonsagban 4ll6 ABCG2-r6] bizonyitottak,
hogy homodimerként miikddik, mig az ABCGS és ABCGS fehérjék heterodimert alkotnak. Az
ABCGI funkcidjat tekintve az eddigi kutatasok arra engednek kovetkeztetni, hogy fontos szerepe van
a sejtek lipid/szterol haztartasdban. Korabbi vizsgalataink azonban kimutattdk, hogy a fehérje hosszu
izoformaja programozott sejthaldlhoz vezet egy eddig nem ismert mechanizmus utjan. Ennél
Iényegesen kevesebb informacioval rendelkeziink a human ABCGI révidebb izoformajarél, illetve az
ABCGH4 fehérjérdl.

Kisérleteinkben megvizsgaltuk az ABCG1 rovid izoforma és az ABCG4 funkciondlis expresszidjanak
sejtekre gyakorolt hatasat. HEK293 sejtekben expresszaltuk ezeknek a fehérjéknek a vad tipusu és
inaktiv mutans formajat. Konfokalis mikroszkop hasznalatdval vizsgaltuk az apoptdzis markerek
megjelenését. A vizsgalt ABC transzporterek dimerizaciojat pedig ko-immunprecipitacios
kisérletekkel és funkcion alapuld méodszerrel tanulmanyoztuk.

Eredményeink ravilagitottak arra, hogy mind az ABCG1 rovid izoformaja, mind az ABCG4 — az
ABCGI1 hosszu izoformahoz hasonléan — funkcidhoz kotott modon apoptodzist indukal a sejtekben.
Kisérleteink azt is megmutattak, hogy a vizsgalt fehérjék egyrészt funkcionalis homodimert képeznek,
masrészt egymassal barmilyen kombinacioban képesek heterodimert alkotni. Eredményeink kozelebb

visznek ezeknek, a lipidhaztartasban fontos szerepet jatszo transzporterek mitkodésének megértéséhez.
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DIMERIZATION AND FUNCTIONAL COOPERATIVITY OF ABCG4 AND ABCG1
Zoltan Hegyi, Balazs Sarkadi, Laszl6 Homolya

Our research focuses on the highly homologous ABCG1 and ABCG4 proteins that are members of the
ATP binding cassette (ABC) transporter family. These proteins are so-called half-transporters have to
dimerize in order to form a functionally active transporter. It has been shown their closely related
ABCG2 functions as homodimer, whereas ABCG5 and ABCG8 form heterodimer. With regards to
their function, ABCG1 has been suggested to play a role in cellular lipid/sterol regulation.
Nevertheless, we recently demonstrated induction of apoptosis in several mammalian cell types by
functional expression of the long isoform of human ABCGL. This finding suggests an alternative
physiological role for ABCGL1. Considerably less information are available about ABCG4 and the
short isoform of ABCGL.

In the current study, we investigated the functional expression of the short isoform of the human
ABCG1 and ABCG4 proteins. HEK293 cells were transfected with the wild type or inactive mutant
variants of these transporters and apoptotic markers were monitored by confocal microscopy.
Dimerization properties of these ABC transporters were also been tested by both co-
immunoprecipitation and function-based method.

Our results have revealed that both the short isoform of ABCG1 and ABCG4 induce apoptosis
similarly to the long form of ABCG1. We also demonstrated that the studied proteins function as
homodimer, but are capable of heterodimer formation in any combination. Our results provide better

understanding of the role of these transporters being relevant in the lipid/sterol homeostasis.
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ABC TRANSZPORTEREK EXPRESSZIOS MINTAZATA HUMAN PLURIPOTENS
OSSEJTBEKBOL TORTENO MAJIRANYU DIFFERENCIACIO SORAN
Torok Gyérgy, Erdélyi-Belle Boglarka, Apati Agota, Sarkadi Balazs, Homolya Laszlo

A majban szamos ABC-transzporter kifejezddik, melyek rendkiviil fontos szerepet jatszanak a
kiilonb6z6 majfunkciok ellatasaban, beleértve a maj epekivalasztd és méregtelenitd feladatat, valamint
a koleszterin anyagcserében betoltott szerepét. Az alap- és gyogyszerkutatdsban alkalmazott legtobb
sejt-alapti tesztrendszer rakos eredetii sejtvonalakra vagy primer sejtkultarakra épiil, igy ezek
alkalmazhatosaga és hozzaférhetésége erdsen korlatozott. A human pluripotens éssejtek egy alternativ
megoldast kinalnak, mivel bel6liik gyakorlatilag korlat nélkiil elvileg barmely szovettipus eldallithato.
Munkank soran human embriondlis &ssejtvonalakbol kiindulva a szakirodalomban leirt eljarasokkal
[1, 2] majiranyu differencialast végeztiink. A differenciacid folyamatat kiilonb6zo hepatocita markerek
expresszios szintjének valtozasaval kovettiik, illetve a sejteket funkciondlisan is jellemeztiik, az
albumin- és urea-szekréciot vizsgalva. Munkank elsédleges célja az volt, hogy az igy kapott sejtekben
tanulmanyozzuk a kiillonb6z6 ABC-transzporter gének expresszidjat a differencidcioé kiilonbozo
stadiumaiban.

Eredményeink ramutattak arra, hogy a human embrionalis Ossejtekbdl differencialtatott hepatocita-
szerii sejtek tobbé-kevésbé a majsejtekre jellemzo ABC-transzporter készlettel rendelkeznek. A
differenciacié soran jelentés mértékben emelkedik az érett majsejtekre jellemzé ABC fehérjék
expresszidja, azonban ezek mRNS-szintje elmarad a felnétt majra jellemz6 mértéktdl. Az
eredményeink ravilagitanak arra, hogy az Gssejt eredetii majsejtek szamos tekintetben a hepatocitakra
jellemz6 jegyekkel birnak, viszont a differencialodott sejtek heterogenitasa, a differenciacio
hatékonysaga sok szempontbol fiigg az alkalmazott eljarastol és a kiindulasi 6ssejtvonalak tipusatol,
allapotatol. A differencialodott sejtekkel szemben az irodalomban tamasztott kritériumok nem
elégségesek ezek farmakoldgiai alkalmazasahoz, ezért egy megbizhatdé maj modellrendszer

megalkotasdhoz finomitani kell a jelenleg rendelkezésre allo differencicios eljarasokat.
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EXPRESSION PROFILING OF ABC TRANSPORTERS DURING HEPATIC
DIFFERENTIATION OF HUMAN PLURIPOTENT STEM CELLS
Gyorgy Torok, Boglarka Erdélyi-Belle, Agota Apati, Baldzs Sarkadi, Laszlo Homolya

Several ABC transporters are expressed in the liver and play essential role in various hepatic functions
including detoxification, bile secretion, and cholesterol metabolism. In basic and pharmaceutical
research the most cell-based hepatic test systems are based on primary cell cultures or cancerous cell
lines, therefore their applicability and availability is greatly limited. Human pluripotent stem cells
offer an alternative providing an unlimited cell source of any tissue types.

In our work, we have differentiated human embryonic stem cell lines toward to hepatic lineage using
previously published differentiation protocols [1, 2]. The progression of differentiation was followed
by the expression levels of various hepatocyte markers. The cells were functionally characterized,
examined for albumin and urea secretion. Our primary objective was to investigate the expression
levels of ABC transporter genes at various stages of differentiation.

Our results indicated that the differentiated human stem cell-derived hepatocyte-like cells have an
ABC transporter assortment typical for normal liver cells. The expression levels of ABC proteins
which are typically present in mature hepatocytes were significantly increased, but their mMRNA levels
did reach the levels found in adult liver samples. Our results reveal resemblance of stem cell-derived
hepatocytes to liver cells in many aspects, however, the heterogeneity of the differentiated cells and
the differentiation efficacy are highly dependent on the differentiation protocol as well as the type and
condition of stem cell lines. The criteria raised against differentiated cells in the literature are not
sufficient for pharmacological applications; therefore, establishment of reliable and reproducible

hepatic model systems requires further refinement of the currently available differentiation protocols.
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A Q141K POLIMORFIZMUS ABCG2 MULTIDROG TRANSZPORTER SZERKEZETERE
KIFEJTETT HATASANAK VIZSGALATA
Saranké Hajnalka*, Tordai Hedvig*, Telbisz Agnes, Erdés Gabor*, Sarkadi Balazs,

Hegediis Tamas*

Az ABCG2 az ATP Binding Cassette fehérjék kozé tartozd transzporter membranfehérje, mely
elsdsorban a sejt méregtelenitésében jatszik szerepet. Jelentdségét fokozza, hogy multidrog
rezisztenciat (MDR) biztosit raksejteknek, ellendllova téve azokat a kemoterapids szerekkel szemben.
Ez utobbi jelenség miatt fontos az ABCG2 szerkezetét és miikodését tanulmanyozni, ami eldsegiti a
rakellenes farmakoldgiai kutatasokat. Az ABCG2 homodimerként miikodé fehérje, a monomer lanc
egy intracellularis nukleotidk6t6 domént (NBD) és egy transzmembran domént (TMD) tartalmaz. Az
NBD-ben leirt, funkcionalis expressziot befolyasold Q141K SNP szerkezetre gyakorolt hatasat szamos
Az AF508 delécidja egyrészt az NBD feltekeredésére €s szerkezetére hat, masrészt tonkreteszi a
kapcsolatot az NBD és a TMD kozott a fehérjemiikodés soran.

Munkank soran elméleti és kisérletes modszerekkel tanulmanyozzuk a Q141K hatasat izolalt NBD-n
és teljes fehérjén egyarant. Homologia modelliink alapjan a Q141 nem a TMD felé 1étesit kapcsolatot,
hanem egy intradomén kolcsonhatast hoz 1étre, ezért feltételezziik, hogy hatasa kevésbé sulyos, mint
az F508 delécioé. Ennek igazolasara létrehoztuk a AF508-cal homoldg helyzetben 1évé AF142
mutaciot az ABCG2-ben, melyt6l hasonld szerkezetrombold hatdst varunk, mint a CFTR mutans
esetében. Baktériumbol tisztitott WT, Ql41K, AF142 NBD szerkezetét CD-spekroszkopiaval
vizsgaltuk. A teljes fehérjében bekovetkezo szerkezeti valtozasokat limitalt proteolizissel rovar, ill. a
mutaciok fehérjeexpresszidra gyakorolt hatdsat emlds rendszerben tanulmanyoztuk. Kisérleteink soran
kideriilt, hogy a AF142 expresszidja nagyon alacsony szintii, valoszinilleg szerkezete sériilt, ezért a
CFTR AF508-hoz hasonlé moédokon probaltuk megmenteni alacsonyabb hdmérsékleten termeltetve,
egy kémiai chaperon alkalmazasaval, és masodlagos ,,mentd” mutaciok bevitelével.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a Q141K nem okoz olyan stlyos kérokat a fehérjeszerkezetben,
hatasmechanizmusa mas, mint a AF142 és AF508 mutacioknak, ezért mas tipusi megkozelitéseket és

gyogyszereket kell fejleszteni a hiba kijavitasara.

*MTA-SE Molekularis Biofizikai Kutatocsoport
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THE EFFECT OF THE Q141K POLYMORPHISM ON THE STRUCTURE OF THE HUMAN
ABCG2 MULTIDRUG TRANSPORTER
Hajnalka Sarank6*, Hedvig Tordai*, Agnes Telbisz, Gabor Erdds*, Balazs Sarkadi, Tamas Heged{is*

ABCG2 is an ATP-Binding Casette transporter which extrudes xenobiotics from the cell. The medical
importance of this protein is pronounced in cancer therapy, since it confers multidrug resistance
(MDR) in cancer cells, protecting them from chemotherapeutical agents. To understand the function of
ABCG2 and develop therapies to overcome multidrug resistance and other pathological phenomena
caused by this transporter, its structural properties are widely studied. ABCG2 functions as a
homodimer, each monomer containing an intracellular nucleotide binding domain (NBD) and a
transmembrane domain (TMD). The major SNP, Q141K is localized in the NBD and causes a
decreased expression level and function. It has been supposed, that structural effect of this mutation is
similar to the extensively studied deletion of F508 in CFTR. The AF508 affects the folding of CFTR
NBDZ1 and also impairs the connection between the NBD and the TMD.

To study the effect of the Q141K mutation in isolated NBD and the full length protein, we used
computational and experimental methods. Based on our homology model the Q141 does not interact
with the TMD but it takes part in intradomain interactions. Therefore we predict that it causes less
critical alterations in the protein than the CFTR AF508 mutation. To confirm this hypothesis we
generated a mutation homologous to CFTR AF508. This AF142 mutation is expected to fully destroy
the structure of ABCG2 unlike Q141K. Wild type, Q141K and AF142 mutant NBDs were expressed
in a bacterial system and their structures were investigated by CD spectroscopy. Structural changes in
the full length protein expressed in insect cells were analyzed with limited proteolysis and changes in
the expression level were investigated in mammalian cells. These experiments revealed that the
expression of AF142 is impaired suggesting its defective folding. We tested its rescue by culturing the
cells at low temperature, treatment with a chemical chaperone or introducing second site “rescue”
mutations, which approaches have been shown effective in the case of AF508 CFTR.

Our results indicate that the effect of the Q141K mutation on structural stability is not as critical as
that of AF142. Their mechanism of action are also different that warns for strategies and drugs other

than used for rescuing AF508 CFTR.

*MTA-SE Molecular Biophysics Research Group
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A PMCA4X/B EXPRESSZIOJANAK VIZSGALATA DIFFERENCIALTATOTT
MCF-7 EMLOTUMOR SEJTVONALON
Varga Karolina, Paszty Katalin*, Padanyi Rita**, Hegediis Luca, Papp Béla***, Enyedi Agnes

Ismert, hogy a plazmamembran tipusa Ca®* ATPazok (PMCA) fontos szerepet jatszanak a Ca®*
homeosztazis fenntartasaban, valamint hogy a PMCA izoformak expresszidja jelentésen megvaltozik
rakos sejtekben illetve szovetekben. Mivel a tumorprogresszid folyamataban fontos szerepet jatszik a
sejtek intracellularis Ca®* homeosztazisanak felborulisa, munkank soran MCF-7 emlStumor sejteket
rovid szénldnct zsirsavakkal (SCFA; Na-butirat, Na-fenilbutirat, Na-valerat) differencialtattunk, és
vizsgaltuk a PMCA fehérjék expresszidjaban bekovetkezd valtozdsokat, valamint azok hatésait a
sejtek Ca®* szignalizaciojara. Egyes irodalmi adatok szerint az SCFA-val kivaltott differenciacid
forbol-mirisztat-acetattal (PMA) fokozhato, ezért PMA-val kombinalt kezeléseket is végeztiink. A
differenciacios allapotot jelzd lipidakkumuléciot olajvords festéssel detektaltuk. Létrehoztunk egy
genetikailag kodolt Ca?* szenzort (GCaMP2) stabilan expresszalo6 MCF-7 sejtvonalat, mely lehet6vé
tette a Ca®* szignal detektalasat a differenciéltatott sejtekben.

Az SCFA-val differencialtatott MCF-7 sejtek Western blot analizise a PMCA4x/b izoforma markans
expresszio emelkedését mutatta, mely PMA-val torténd kezelés hatasara tovabb fokozodott. Az
SCFA-val és PMA-val egyiittesen kezelt sejtek immuncitokémiai festése a fehérje plazmamembran
lokalizacidjat mutatta. Vizsgaltuk az ATP altal kivaltott Ca** szignalt és a raktar-fiigg$ Ca*" belépést
(SOCE) kezelés elott és utan. A PMCA4x/b fokozott expressziojanak megfeleléen a stimulus hatasara
megemelkedett intracellularis Ca®* koncentracié gyorsabban csokkent a nyugalmi szintre a
differencialtatott sejtekben, mint kezeletlen sejtek esetén.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az SCFA-val kivaltott differenciacié soran a PMCA4x/b
expresszidja erételjesen fokozodik MCF-7 sejtekben, és ez a Ca®* szignal mintazatanak
megvaltozdsdhoz vezet. Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PMCA4x/b fehérje fontos szerepet

jatszik a differencidltatott emlétumor sejtek Ca®* homeosztazisdnak biztositasaban.

*MTA-SE TKI, Molekularis Biofizikai Kutatocsoport
**QOrszagos Vérellatd Szolgalat, Molekularis Sejtbiologiai Osztaly
***INSERM UMR-S 978, SMBH-Université Paris-13, Parizs, Franciaorszag
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UP-REGULATION OF PMCA4X/B EXPRESSION DURING SHORT CHAIN FATTY ACID
INDUCED MCF-7 BREAST CANCER CELL DIFFERENTIATION
Karolina Varga, Katalin Paszty*, Rita Padanyi**, Luca Hegediis, Béla Papp***, Agnes Enyedi

Plasma membrane Ca** ATPases (PMCA) are essential elements of intracellular Ca** homeostasis.
Previous studies showed that the expression of the PMCA isoforms was altered in several types of
cancer cells indicating that these proteins are involved in cancer progression.

In this study we induced differentiation of MCF-7 breast cancer cells by treatment with short chain
fatty acids (SCFA; Na-butyrate, Na-phenylbutyrate, Na-valerate) and studied changes in the
expression level of the PMCA. Previous studies indicated that phorbol myristate acetate (PMA)
augmented SCFA-mediated differentiation; therefore we repeated the SCFA treatments in combination
with PMA. The differentiation status of cells was characterized by Oil Red O staining of lipid droplets.
Furthermore, we established an MCF-7 cell line stably expressing GCaMP2, a genetically encoded
Ca®* sensor to study the impact of treatments on Ca?* signaling.

Western blot analysis showed marked up-regulation of the expression of PMCA4x/b isoform during
SCFA-induced differentiation of MCF-7 cell line that was further enhanced by the PMA treatment.
Immunocytochemical staining of SCFA and PMA treated cells showed that PMCA4x/b localized
mostly to the plasma membrane. We tested the characteristics of ATP-induced Ca*" signals and
subsequent store operated Ca®* entry in MCF-7 cells before and after treatments. In correlation with
the enhanced PMCA4x/b expression the intracellular Ca®* concentration returned much faster to the
baseline level in differentiated cells after stimulus than in the non-differentiated control cells.

In summary, our data show that PMCAA4x/b is highly up-regulated during SCFA-mediated
differentiation of MCF-7 cells that leads to enhanced Ca®* clearance from stimulated cells. Modulation
of Ca®* signaling by the PMCAs should be important in regulating calcium-dependent transcriptional

pathways essentially involved in tumor progression.
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**Department of Molecular Cell Biology, National Blood Center
***INSERM UMR-S 978, SMBH-Université Paris-13, Paris, France
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EZUSTTARTALMU POLIMER MIKRORESZECSKEK ELOALLITASA ALGAGATLO
FESTEKHEZ
Szabd Tamas, Mihaly Judith, Telegdi Judit, Nyikos Lajos

A vizbe meriil hajotesteken biolerakodas alakul ki, ezt festékadalékokkal (pl. réz, réz-oxid) keriilik
el. Ezek az adalékok azonban gyorsan kioldodnak a bevonatbol, igy a hajozasi idény végére a feliiletre
rakodott bioréteg megndvelheti a hajo tomegét, menetellenallasat. Ezért az algagatlé bevonatot évente
ujitani kell, ami komoly koltségtobblettel jar, egyben az éldvizek Cu-terhelésének nagymértéki
novekedéséhez vezet. Célunk elnyujtott, egyenletes biolerako-das-gatld hatast nyujtd adalékanyag
kialakitasa. Repellensként Ag’-t alkalmaztunk a Cu-vegyiiletek helyett, mivel az Ag bevalt
fertStlenits, és emlSs sejtekre kevésbé karos, mint egyéb nehézfémek, illetve azok s6i. Az Ag’-por
vagy Ag-vegyliletek szintén gyorsan kioldodnak a festékbdl, ezért a fémet polimer mikrorészecskékbe
dgyaztuk, hogy a matrixbdl vald lassitott kioldodassal kelld hatékonysdg elérése mellett kisebb
kornyezetterhelést érjiink el.

Az eziistot tartalmazo mikrorészecskéket w/o tipust diszperzios polimerizacioval allitottuk eld. A
vizes fazist zselatin, karbamid, formaldehid és AgNO; oldata képezte, a diszpergald fazis pedig lenolaj
volt. A zselatinnak és karbamidnak formaldehiddel vald egyiittes térhalositasaval parhuzamosan az
jonos eziist Ag” nanorészecskévé (AgNR) redukalodott.

A termék méretét, méreteloszlasat mikroszkdppal, a szerkezeti valtozasokat FT-IR spektroszkopiaval
vizsgaltuk. Az AgNR-k méretét, eloszlasat transzmisszios elektronmikroszkoppal ellendriztiik. Mértiik
a vizes kozegben torténd Ag'-kioldodast a mikrorészecskékbdl valamint az ezzel adalékolt festékbol.
Referenciaként a festékes kisérlet soran egyéb Ag-vegylileteket hasznaltunk, a kozvetlen kioldddas
soran pedig AgNR-t tartalmazo modositatlan zselatin mikrorészecskéket. Laboratoriumi koriilmények
koz6tt természetes vizben vizsgaltuk az AgP-tartalmu kompozicié hatékonysagat.

Az eléallitott polimer mikrorészecskék atmérdje 10-30um. A zselatin térhalésodasat IR spekt-
rumokkal bizonyitottuk. A polimermatrixban a 20nm-es AgNR-k homogén eloszlasuak. ICP
vizsgalatok megmutattak, hogy a festékbdl a kapszulazott Ag nagysagrendekkel lassabban oldodik ki,
mint a matrixszal nem védett Ag-vegyiiletek. A kozvetlen kioldodasi kisérletek a keresztkotéssel
létrehozott kompakt szerkezet lassitd hatdsat mutattak. Megfigyeltiik, hogy az Ag® kioldodasaval

parhuzamosan a mikrorészecskéket tartalmazd bevonat hatékonyan géatolja a bio-lerakodast.
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PREPARATION OF SILVER-CONTAINING POLYMER MICROPARTICLES FOR
ANTI-FOULING PAINTS
Tamas Szabd, Judith Mihaly, Judit Telegdi, Lajos Nyikos

Underwater surfaces of ships are exposed to bio-fouling which is avoided by paint additives (e.g.
copper, copper-oxide). These additives have fast leaching rate and by the end of the shipping season
the deposited biolayer may cause the growth of travelling resistance and mass of the ships thus these
coatings need annual renewing that means more expenditure and environmental load. The subject of
this research was to elaborate a long-lasting additive with reduced leaching rate. We used Ag® instead
of Cu-compounds as the Ag is widely used disinfectant and less harmful to mammalian cells than
other heavy metals and their salts. Even Ag’-dust or Ag-compounds leave the coating in a short time
hence the Ag® was embedded in polymer microparticles for slowing Ag* dissolution and reducing
environmental load.

Silver-containing microparticles were prepared by w/o type dispersion polymerization. The aqueous
phase consisted of gelatine, urea, formaldehyde and AgNOs; solution, the dispersing phase was linseed
oil. With the polymerization of urea and gelatine by formaldehyde the reduction of ionic silver into
AgP nanoparticles (AgNP) ran simultaneously.

The size and size-distribution of the product was observed by microscope, to follow changes in
chemical structure FT-IR spectroscopy was performed. The size of AgNPs and their distribution in the
matrix was analyzed by transmission electronmicroscopy. The dissolution of Ag* from microparticles
and paints with microparticles was measured. As reference samples, different Ag-compounds and
AgNP-containing unmodified gelatinous microparticles were used in the experiments with paints and
only microparticles, respectively. Anti-foulant efficiency of Ag’-containing composition was
investigated in natural water under laboratory circumstances.

The diameter of microparticles was between 10 and 30um. Cross-linking of gelatine was proved by
IR-spectra. AgNPs with the size of 20nm are homogenously dispersed in the polymer matrix. ICP
measurements showed that dissolution rate of encapsulated Ag from paints is much slower than that of
Ag-compounds not protected by polymer matrix. Direct leaching experiments confirmed the arresting
effect of the dense structure formed by cross-linking. We found that with the dissolution of Ag* the

coating inhibited the bio-deposition efficiently.
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FELULETEROSITETT RAMAN TERKEPEZES ALKALMAZASA KVANTITATIV
ANALITIKAI MODSZERKENT
Firkala Tamas, Farkas Attila*, Marosi Gyorgy*

Nemesfém nanorészecskéket gyakran hasznalnak spektroszkopiai és egyéb analitikai célokra. Korabbi
kutatasaink soran sikeresen alkalmaztunk eziist-kolloid oldatokat feliileterésitett Raman-
spektroszkopiaban (SERS). Ezt kovetden az eljarast integraltuk Raman-térképezési miiveletekbe is.

A feliileterdsitett Raman-spektroszkopia Iényege, hogy specialisan kivalasztott probamolekulak
oldatat esetlinkben eziist-kolloid oldataval elegyitve, a molekulak adszorbealodnak a nanorészecskék
feliiletén, emiatt erésen polarizalédnak, és a Raman-spektrométer jelét tobb nagysagrenddel
felerdsitik. fgy az emlitett vegyiiletek akar nanomoélos koncentracioban is detektalhatok, mig fém
nanorészecskék nélkiil mar joval kisebb koncentracioban sem lennének észlelhetok.

A Raman-térképezés folyaman adott felillet pontonkénti végigpasztazasa zajlik Raman-
tablettaban 1évé gyogyszerhatéanyag feliileti eloszlasinak meghatarozasa céljabol. Ha a hatéanyag
feliileti koncentracidja egy bizonyos kiiszobérték ala keriil, akkor norméal Raman-térképezéssel mar
nem vizsgalhat6 a hatéanyag feliileti eloszlésa.

A feliileterésitett Raman-térképezéshez L-aszkorbinsav — laktéz-monohidrat modelltablettakat
készitettiink, amelyek hatoanyaga jol adszorbealodik eziist nanorészecskék feliiletén. A modelltabletta
feliiletét ezilist kolloiddal vontuk be, igy a hatoanyag feliileti eloszlasat abban az esetben is jo
kozelitéssel tudtuk meghatarozni, amikor az L-aszkorbinsav feliileti koncentracidja a normal Raman-
mérés érzékelési hatara ala kertilt. Kisérleteink folyaman megallapitottuk, hogy az L-aszkorbinsav
Megfigyeléseink alapot adhatnak a modszer gyakorlati alkalmazasanak kiterjesztéséhez, elsésorban

jelenleg is kereskedelmi forgalomban 1évé készitmények hasonld céli vizsgalatahoz.

*Budapesti Miiszaki Egyetem Szerves Kémia és Technoldgia Tanszék
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APPLICATION OF SURFACE ENHANCED RAMAN CHEMICAL IMAGING
AS A QUANTITATIVE ANALYTICAL METHOD
Tamas Firkala, Attila Farkas*, Gyorgy Marosi*

Nowadays silver nanoparticles have been widely used for spectroscopic and other analytic purposes.
Prior to this work silver nanoparticles were produced for studying their behavior in surface enhanced
Raman spectroscopy. In present work we are about to describe one of their possible applications in
surface enhanced Raman chemical imaging.

The surface enhanced Raman spectroscopy is based on the observation that Raman signal of certain
molecules increases in some order when noble metal nanoparticles (in our experiments silver
nanoparticles) are present. The surface enhanced Raman Scattering effect gives the possibility to
detect these molecules even in nmol amount. Not every details of this phenomenon have been known
so far. According to the explanations the molecule adsorbs on the surface of metal nanoparticle,
consequently the molecule becomes strongly polarized which results in a dominant increase of Raman
intensity.

In Raman chemical imaging a whole surface is scanned by Raman spectroscopy.

In our case surfaces of tablets with different drug concentration were investigated to define drug
distribution. If the surface concentration of the drug is below a critical value its distribution will
become undefinable with normal Raman chemical imaging.

In surface enhanced Raman chemical imaging model tablets containg L-ascorbic acid and lactose
monohidrate were made. L-ascorbic acid can adsorb well on the surface of silver nanoparticles
enhancing the signal of Raman spectrometer significantly. That’s why treating the tablet surface with
silver colloid L-ascorbic acid distribution is measureable even if the surface drug concentration is
below the mentioned critical value. According to our results a good estimation of drug concentration
of the tablet can be made after defining the surface distribution of L-ascorbic acid.

In the future our work can be a good base for practical applications of the method, primarily at the

similar investigation of widely used commercial tablets.

*Budapest University of Technology Department of Organic chemistry and Technology
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HORDOZORA MEROLEGESEN NOVESZTETT- ES FELULETMODOSITOTT
SZENNANOCSO ALAPU SZUPERKONDENZATOROK
Kék Ildik6, Tolnai Gyula, Felhdsi Ilona, Nyikos Lajos

A szuperkondenzatorok, mint energiatarold eszkozok fejlesztése napjaink legintenzivebben kutatott
teriileteihez tartozik. A szén nanocsdvek nagy fajlagos feliiletiik és fémes vezetd tulajdonsdguk
kovetkeztében kertiltek a szuperkondenzator kutatasok fokuszaba.

A kutatds célja a CVD-eljarassal eldéllitott vertikalisan ndvesztett szén nanocsderdd alapu és a
modositott feliileti szén nanocso kolloidbol 1étrehozott szuperkondenzator 6sszehasonlitasa.

A hordozéra merdlegesen ndvesztett szén nanocsd alapti szuperkondenzitorok elénye a nagy
teljesitménysiiriiség, mely az egyfalt szén nanocsé tulajdonsagaibol eredd jo vezetOképességnek €s a
vertikalis struktiraltsdgb6l adodod gyorsabb ionvandorlasnak koszonhetd. A felilletmodositott szén
nanocs® alapt szuperkondenzatorok eldnye ezzel szemben a megnovekedett toltéstarold képesség,
vagy kapacitas, mely novekedés két okra vezethetd vissza. Az egyik, hogy a felvitt rétegek szama
novelhetd, a masik, hogy a felilletmodositds kovetkeztében kialakuld funkcids csoportok miatt
nemcsak a kettosréteg toltédik, hanem redoxi reakcid révén is ndvekszik a rendszer tdltéstarold
képessége (pszeudokapacitas). Az eldéadas soran a két szuperkondenzator eldallitasat, felépitését és

elektrokémiai viselkedését mutatom be.
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VERTICALLY ALIGNED AND SURFACE MODIFIED CARBON NANOTUBE BASED
SUPERCAPACITORS
I1dik6 K€k, Gyula Tolnai, [lona Felh6si, Lajos Nyikos

Nowadays the supercapacitors as energy storage devices are one of the most extensively investigated
research area. The carbon nanotube is very popular as supercapacitor material because of its large
surface area and good conductive behaviour.

The aim of this research is to compare vertically aligned carbon nanotube (VACNT) based
supercapacitors produced with CVD process and the surface modified carbon nanotube based
supercapacitors made by drop technigue.

The VACNT based supercapacitor has high power density as a result of the increased ion mobility that
is due to its vertical structure and good conductive property. The advantage of the other type
supercapacitor is its higher capacitance value because of the presence function groups and the
possibility to produce thicker layer. In the case of VACNT the charge storage is in the electrochemical
double layer while in the case of surface modified carbon nanotubes an additional capacitance arises
based on the functional groups. This capacitance increment is referred as pseudocapacitance.

The scope of our presentation is to introduce the production, structure and the electrochemical
behaviour of the two types of supercapacitors.

Oy COO + H0

.0
COOH 0|;| Q@

Figure 1 (a) double layer capacitance vs.(b) pseudocapacitance
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KLORBENZOL LEBONTASA TERMIKUS RADIOFREKVENCIAS PLAZMABAN

Fazekas Péter, Bodis Eszter, Keszler Anna, Czégény Zsuzsanna, SzEépvolgyi Janos

A halogénezett szénhidrogéneket elterjedten hasznaltak az iparban oldoszerként eldnyos
tulajdonsagaik, példaul a konnyti eléallithatosaguk €s az alacsony gyulékonysaguk miatt. Ugyanakkor
kideriilt, hogy szamos kornyezeti problémat okozhatnak ¢és szamos klorozott vegyiiletrdl
bebizonyosodott az is, hogy toxikus és/vagy karcinogén hatast. Az elmult évtizedekben nemzetkozi
szerzOdések tiltottak be a vegyiiletek alkalmazasat, és tettek kotelezdvé elhelyezésiiket kiilonlegesen
kialakitott veszélyesanyag-tarozokban. TO6bb orszagban is nagy mennyiségli veszélyes hulladékot
raktaroznak még ma is biztonsagos feldolgozasi technoldgiak kidolgozésara varva.

A nem kivédnatos szénhidrogének hagyomdnyos, magas hémérsékletli termikus lebontdsa utdn
rekombinacids folyamatok eredményekeént stabil, toxikus melléktermékek is keletkezhetnek. Termikus
plazmaban torténd kezelésiik a nagyon magas hdmérséklet (3000-5000 °C), és a gyors hiitési sebesség
miatt biztonsagos és kornyezetbarat alternativat jelenthet. Fontos, hogy a kezelés soran minden kozti
terméket azonositsunk, és a folyamat Osszes paraméterét meghatarozzuk a folyamat optimalizalasa, és
a karosanyag kibocsatas csokkentése érdekében.

Kutatasaink soran klérbenzol (CgHsCl) lebontasat vizsgaltuk induktiv csatolasu radidfrekvencias
plazma reaktorban. Plazma-, hiitd- és vivogazként argont hasznaltunk. A kisérletek soran a generator
kicsatolt teljesitményét, a kiindulasi anyag beadagoldsi sebességét és felhasznalt oxigén aranyat
valtoztattuk.  Faktorialis  kisérlettervezést alkalmaztuk az egyes kisérleti koriilmények
meghatarozasahoz.

A keletkez6 kormot 6sszegytijtottiik, majd toluolban extrahaltuk. Az extraktumokat gazkromatografia-
tomegspektrometriaval (GC-MS) elemeztiik. Emisszids spektrometria segitségével kaptunk
informaciot a kétatomos molekulak és gyokok (C,, OH) vibracios-rotaciés homérsékletérél. Az argon

atomok gerjesztési hémérsékletét szintén meghataroztuk a spektrumok alapjan.
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DECOMPOSITION OF CHLOROBENZENE IN RF THERMAL PLASMA

Péter Fazekas, Eszter Bodis, Anna Keszler, Zsuzsanna Czégény, Janos Szépvolgyi

Halogenated hydrocarbons were frequently used as solvents in the industry because of their
advantageous properties like easy production and low flammability. However, they contribute to
several environmental problems like global warming and stratospheric ozone depletion. Furthermore,
several chlorinated compounds are registered as toxic and/or carcinogenic materials. Having these
facts realized only in the last decades, international treaties either banned the applications of several of
them, or made possible the disposal in special hazardous waste deposition sites. For particular reasons
large quantities are still being stored in many countries waiting for a safe processing technology.

The thermal destruction of these toxic compounds via conventional high temperature decomposition
processes can release stable toxic by-products with adverse effects on the human health and
environment. However, their decomposition in thermal plasma offers a safe and environmental
friendly solution. It is important to identify all intermediates and determining parameters in the
decomposition processes in order to optimize their destruction and reduce harmful emission.

In this work the destruction of monochlorobenzene (C¢HsCl) was investigated as a model compound
in an inductively coupled radiofrequency (RF) thermal plasma reactor. Argon was used as plasma gas,
sheath gas and also carrier gas. The power of the generator, the feeding rate of the precursor and the
used oxygen content were varied during the experiments. Statistical factor analysis was used to
determine the adequate experimental settings.

The soot was collected and then extracted in toluene. The extracts were analyzed with gas-
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Emission spectrometry was used to gain information
on the vibration-rotation temperature of the diatomic molecules and radicals (C,, OH) in the plasma.

The excitation temperatures of the argon atoms were also calculated from the spectras.
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A WACKER-REAKCIO VIZSGALATA TIO, HORDOZOS PD/V,0; KATALIZATOROKON
Hegyessy Andras, Barthos Robert

Ismert, hogy a PdCI,/CuCl, sosavas oldata, molekularis oxigén jelenlétében igen hatasos katalizatora
az olefinek aldehidekké és ketonokka torténd szelektiv atalakitasanak. A reakcio elsG 1épése a
vizmolekuldk nukleofil tamadasa a Pd**-ionokhoz koordinalodott etilénmolekulival szemben,
melynek soran a Pd** ionok Pd®-va redukalodnak. A kovetkezé 1épésben a Cu®*-ionok a palladiumot
visszaoxidaljak Pd** allapotba. A katalitikus ciklus zaré lépésében az oxigén a Cu*iont Cu® jonna
oxidalja. A homogén fazisti oxidacids folyamatnak (kdzismert nevén: Wacker-eljaras) azonban
szamos kedvezétlen tulajdonsaga van. Igy példéul a reakciokozeg erésen korroziv, nemkivanatos
klérozott melléktermékek képzddhetnek, az alkének alacsony oldhatosaga hatranyosan befolyasolja a
reakciosebességet, nehézségekbe iitkdzik a termékek elvalasztdsa a reakcidelegytol, stb. Az
elobbiekben ismertetett homogén katalitikus folyamat heterogén koriilmények kozotti megvalositasa
sikeresen athidalhatnd a felsorolt problémakat.

Munkéank soran kiillonbozd Osszetételli TiO, hordozds Pd/V,0s katalizatorokat készitettiink. A
katalizatorokat, rontgendiffrakcios, pasztazo- €s transzmisszios elektronmikroszkopos, valamint BET-
feliilet mérésekkel jellemeztiik. Tesztreakcioként az etilén parcialis oxidacidjat vizsgaltuk viz
jelenlétében, alloagyas, ataramlasos reaktorban, atmoszférikus nyomason.

A rontgendiffrakcios mérések soran a hordozoként hasznalt TiO, anatdiz moédosulatat tudtuk
azonositani. A spektrumokon kis intenzitassal a rutil kristalyok vonalai is megjelentek, mig kristalyos
V,05-6t nem tudtunk azonositani. A Kkatalitikus tesztreakciok soran vizsgaltuk, hogy kiilonb6z6
hémérsékleteken miként befolyasolja a mintak Pd- és V,Os-tartalma a termékdsszetételt. Alacsonyabb
hémérsékleteken minden esetben az acetaldhidet azonositottuk f6 termékként. A homérséklet
emelésével az ecetsav, valamint a szén-dioxid 1épett elé f6 termékké. A tovabbi kisérletek soran
vizsgaltuk a reakcio soran keletkez6 szelektiv oxidacios termékek (acetaldehid és ecetsav) atalakulasat
az alkalmazott katalizatorokon.

Megallapitottuk, hogy az acetaldehid konnyen tovabb alakul ecetsavva és szén-dioxidda a reakcid
koriilményei kozott. A két termék igen széles hdmérséklettartomanyban 1:1 molaranyban keletkezett.
Kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy az etilén szelektiv oxidacidgja Wacker-mechanizmus szerint
jatszodik le. Ugyanis abban az esetben, ha valamely reaktanst (oxigén, viz), vagy valamely katalizator

komponenst (palladium, V,0s) elhagytuk, semmilyen katalitikus hatast sem talaltunk.
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INVESTIGATION OF WACKER-REACTION OVER T10, SUPPORTED
PD/V,05 CATALYSTS
Andrés Hegyessy, Robert Barthos

Aqueous PdCI,/CuCl, solution efficiently catalyzes the selective conversion of higher alkenes into
aldehydes and ketones by O,. The reaction is initiated by the cooperation of two redox couples, the
catalyst Pd**/Pd° and the co-catalyst Cu®*/Cu*. The Pd** cations promote the nucleophilic attack of
water on the alkanes, with Pd®* being reduced to Pd°. The role of the oxidation co-catalyst Cu**/Cu” is
the selective reoxidation of palladium. The final step of the catalytic cycle is the reoxidation of Cu* to
Cu*"by O,.The homogeneous process, known as Wacker process, has several disadvantages: such as,
the highly corrosive reaction mixture, formation of chlorinated byproducts, low reaction rate due to
low alkene solubility, difficult separation of the products and the catalyst solution. The substitution of
the commonly applied liquid phase homogeneous catalyst system to a solid catalyst is a commercially
attractive alternative.

Our presentation relates to the preparation TiO, supported Pd/V,0s catalyst/co-catalyst systems and
description of their Wacker activity. The catalysts were prepared by successive impregnation of P-25
type TiO, support using solutions of ammonium-metavanadate and tetraammine palladium (I1) nitrate.
The catalysts were characterized by means of XRD, SEM and TEM methods. The BET surface area of
prepared materials is also determined. The catalytic test reaction was the Wacker oxidation of ethylene
by oxygen in presence of water at 1 atm of pressure in a fixed-bed, continuous flow reactor.

The XRD measurements showed that the support is mainly in anatase form, but a weak diffractions
belonging to rutile form of TiO, also can be observed. However no reflexions of V,0s crystallines
were detected. During the catalytic test reactions the effect of Pd and V,0Os loadings on product
distribution at the different temperatures was determined. At lower temperatures formation of
acetaldehyde is the main reaction route. By increasing of temperature acetic acid and CO, formation
came into the prominence. In next step the reaction of selective oxidation products (acetaldehyde and
acetic acid) was investigated.

The results showed that acetaldehyde can be oxidized easily to acetic acid and CO, in molar ratio close
to 1:1. Oxidation or decomposition of acetic acid was not observed under applied reaction conditions.
The Wacker-type mechanism of reaction was proved in separate reactions, i. e. when one of the
reactants (water or oxygen) or of the catalyst components (Pd or V,0s) was absent very little or no

activity was observed.
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METANOL FOTOKATALITIKUS REFORMALASA ATMENETI FEMEKKEL
MODOSITOTT TIO, KATALIZATOROKON

Szijjarténé Majrik Katalin, Talas Emilia, Tompos Andras

A megljuld energiaforrasok idoben és térben szakaszosan allnak rendelkezésre, ez az energia
megfeleld tarolasat teszi sziikségessé, amire a hidrogén lehetdséget adhat. Nagy kihivas, hogy a nap
elektromdgneses sugarzdsaban rejlé energiat kozvetleniil hasznéljuk a hidrogén eldallitdsara. Célunk a
lathaté fény tartomanyaban miikodd fotokatalizatorok eldallitasa, amelyek a metanol fotokatalitikus
reformalésaval hidrogént fejlesztenek (1. dbra). Meg kell jegyezni, hogy a hidrogén nagy hatasfokkal
alakithato at elektromos energiava tiizel6anyag-cellakban.

Az egyik leggyakrabban alkalmazott fotokatalizator a TiO,. Nagy fajlagos feliiletli és kristalyos
szerkezeti TiO, és TiO, alapi vegyes-oxidok eldallitasara szol-gél szintézist alkalmaztunk.
Nagyateresztd berendezés segitségével szamos modositdé (Fe, Mn, Ni, Co, Cu, Cr, Sn) hatasat
vizsgaltuk, referencianak Degussa P25 TiO,-t alkalmaztunk. Ko-katalizatorként Pt-t vittiink fel a
félvezetokre, amely gatolja a fotogeneralt elektronok és lyukak rekombinacidjat. A katalizatorok
jellemzésére TEM, XRD, UV-VIS, Raman spektroszkopiai és BET méréséket végeztiink.

A metanol fotokatalitikus reformalasaban a szol-gél moédszerrel elballitott és a referencia TiO,-n
hidrogénfejlodés kozel azonos volt (21 és18 ml/h gyy), az dnnal modositott mintakon azonban ennek
tobbszorose képzodott (35-50 ml/h gya). Az eredmények arra utalnak, hogy a mintak fajlagos feliilete,
kristalyos fazisaiban a rutil/anatdz arany, az amorf szerkezetek mennyisége, valamint a modositd

mennyisége és mindsége alapvetden befolyasolta hidrogénfejlodés mértékét.

e 2HY
H2
CH;OH
CH,OH
|- H* CO, + 2H*
H,CO HCOOH

'HCO ﬁ HCOOH

1. abra A metanol fotokatalitikus reformaldsa
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PHOTOCATALYTIC REFORMING OF METHANOL OVER TRANSITION METAL
MODIFIED T1O0, SEMICONDUCTORS

Katalin Szijjartoné Majrik, Emilia Talas, Andras Tompos

Availability of renewable energy sources is changing rhapsodically both in time and space. Therefore,
storage and dissemination of energy has crucial importance. Hydrogen is considered as a potential
environment benign energy carrier of the future. Origin of renewable energy sources is eventually the
sun. In our research hydrogen is produced directly using the solar energy. Our goal is to design
photocatalysts which are capable for hydrogen production by means of methanol reforming under
irradiation by visible light (Fig 1).

For syntheses and photocatalytic investigations high-throughput experimental tools have been used
which render parallel preparation and testing of semiconductors possible and in this way maximum
amount of information can be obtained within short time. Several transition metal modifiers (Me= Fe,
Mn, Ni, Co, Cu, Cr and Sn) have been involved into the experimental design and applied at several
concentration levels in the TiMe,O, mixed oxides, as reference Degussa P25 titania was used.
Semiconductors have been loaded with 0.5 % Pt co-catalyst. Beside photocatalytic activity tests
catalysts were characterized by means of TEM, UV-vis, XRD, Raman spectroscopy and BET.

In our experiments the hydrogen production on the unmodified TiO, and the refence was in the same
range (21 and 18 ml/h gy.), the Sn doped samples prepared by means of sol-gel method resulted in a
significantly better performance (35-50 ml/h g.). The results indicate that hydrogen production
activity has been fundamentally determined by specific surface of the samples, rutil/anatase ratio in

crystalline phases, relative amount of amorphous structures as well as concentration of modifiers.

) ‘OH
HCO —. HCOOH

Figure 1 Photocatalytic reformation of methanol
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AZ ETANOL REFORMALAS SORAN ALKALMAZOTT NI/MGAL,O, ALAPU
KATALIZATOROK AKTIV HELYEI

Szijjarté Gabor Pal, Tompos Andras

Munkank soran a bioetanol vizg6zos reformalasaval torténd hidrogén eldallitashoz fejlesztiink
katalizatorokat. A folyamatot az alabbi brutto reakcioegyenlet irja le:

C,HsOH + 3H,0 = 2CO; + 6H,
A korabbi mérések segitségével sikeriilt leszlkiteni a katalizatorok lehetséges modositdinak korét
[1,2]. A legaktivabb mintak a kovetkezé fémeket tartalmazzak: Ni, Co, Ce, valamint Mo. A Pt
tartalmu katalizatort is eldallitottunk, amit referenciaként hasznaltunk. A katalizator aktiv helyeinek
azonositasahoz és miikddési mechanizmusanak megismeréséhez DRIFT, XPS, illetve HR-TEM
méréseket végeztiink.
A DRIFT-modszerrel az etanol reformalast in-situ vizsgaltuk és a feliileten jelen 1évo, illetve a reakcio
kozben kialakulo specieszeket hataroztuk meg. Az etanol szobahdmérsékleten adszorbealodott: 3000-
2850 cm™-ig a C-H vegyértékrezgésre, 1365 cm™ koriil pedig az etoxi csoport vazrezgésére jellemzé
savokat talaltunk. A reakcid soran a katalizator feliiletén karbonat csoportok alakultak ki; az OCO
vegyértékrezgései 1420 és 1575 cm™nél jelentek meg. Meglepd, hogy 250 °C felett nem jelentkeztek
a Ni-karbonilra jellemz6 cstcsok, annak ellenére, hogy a CO mindvégig jelen volt a reakcidelegyben;
a felszini kothelyek nagy részét karbonatok és széndepozitumok foglaltak el valamint valdszind,
hogy a feliiletre érkezé CO magasabb hdmérsékleten gyorsan tovabbreagal a vizgaz reakcioban.
XPS-mérésekkel a mintdk aktiv helyeit azonositottuk. A Ni és a Co kozott kedvezd szinergetikus
kolesonhatast tapasztaltunk, ami megndvekedett hidrogénhozamot eredményezett. XP-spektroszkopias
vizsgalatok arra utalnak, hogy a reakcid hatdsara Co jelenlétében a Ni redukaltabb allapotba keriil,
mikozben a Co oxidaltabb allapotuva valik. Feltételezhetd, hogy a reformalasi reakcid elsé 1épésében
a fémes nikkelen adszorbealddod etoxi specieseket az oxidalt kobalt oxidalja tovabb feliileti acetalokka
és acetatokka. A Ce a katalizator stabilitasat noveli.
A HR-TEM méréseknél a Mg-spinel mellett a modositd fémek megfelel6 spineljei is megjelennek,
mivel MgAIl,O4 (111), NiAILO4 (111) és CoAl,O4 (111) feliileteket azonositot-tunk; jo 6sszhangban az
irodalmi adatokkal a kristalyracsok jellemzé tavolsaga 4,65 A volt. Az EELS elemtérképek a Ni és a
Co egyenletes térbeli eloszlasat mutattdk. A MgAl,04 hordozén a Mg?, a Co®* valamint a Ni?* kozotti
ioncsere lejatszodik, ami a Ni és Co specieszek homogén eloszladsdhoz vezet; a szinergia feltételei

tehat adottak.
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ACTIVE SITES IN Ni/MgAl, 0, BASED CATALYSTS DESIGNED FOR STEAM
REFORMING OF ETHANOL
Gabor P. Szijjartdé, Andras Tompos

Goal of our work was the development of catalysts for steam reforming of ethanol for hydrogen
production. This process is described by the following overall reaction:

C,HsOH + 3H,0 - 2CO,; + 6H,
Number of potentially applicable modifiers of catalysts has already been investigated in our previous
studies. Most active samples contain the following metals: Ni, Co, Ce and Mo. Pt modified catalyst
was also prepared, which was used as reference. DRIFT, XPS and HR-TEM measurements were
executed for identification of the active sites of the catalyst and for discovery of reaction mechanism.
DRIFT method was used for in-situ analysis of ethanol reforming and determination of active species
of the surface before and during the reaction. Ethanol has been adsorbed on room temperature: C-H
stretching vibrations can be found between 3000 and 2850 cm™, while ethoxy deformation vibrations
appeared at ca.1365 cm™. Carbonates were formed on the surface of the catalyst in the reaction; OCO
stretching vibrations appeared at 1420 and 1575 cm™ wavenumbers. It was surprising, that there was
no any Ni-carbonile peak present above 250 °C, despite the continuous CO formation in reaction
mixture. Most of the bonding sites of the surface was occupied by carbonates and carbonaceous
deposits, moreover, CO adsorbed on the surface of the catalyst probably reacted forward suddenly in
water-gas shift reaction.
Active sites of the surface were identified by XPS measurements. Synergism was found between Ni
and Co, which resulted in increased hydrogen production. XPS analysis indicated that Ni got into
reduced state in presence of Co, while Co became oxidized. Adsorbed ethoxy species on metallic Ni
presumably will be oxidized forward to surface acetates and acetals by oxidized Co in the first step of
ethanol reforming. Ceria increases the stability of the catalysts.
Corresponding spinels of modifier metals appeared with the support Mg-spinel in HR-TEM
measurements, because MgAl,O, (111), NiAl,O4 (111) and CoAl,O, (111) surfaces were identified.
Characteristic layer distance was 4.65 A, which was in good accordance with data of related art. EELS
elementary maps showed even distribution of Ni and Co. lon exchange took place between Mg®*, Co®*
and Ni** on MgAl,O, support resulting in homogenous distribution of Ni and Co species, which is
prerequisite of observed synergism.
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TKS5/FISH ALLVANYFEHERJE EGF-FUGGO TIROZIN-FOSZFORILACIOJA ES
MEMBRAN-TRANSZLOKACIOJA
Fekete Anna, Bogel Gabor*, Péterfi Zalan**, Geiszt Miklos**, Buday Laszlo

A Tks5/FISH nagyméretli citoplazmatikus allvanyfehérje, mely N-terminalisan egy PX domént, majd
azt kdvetéen 6t SH3 domént tartalmaz. Src hatdsara tirozinon képes foszforilalodni és részt vesz az
aktin citoszkeleton atrendezédésében, podoszomak képzésében, mind az invaziv rakos, mind
normalisan miikddo, migraciora képes sejtek (makrofagok, oszteoklasztok) esetén. PX doménjén
keresztiil képes a plazmamembran bizonyos inozitol-foszfolipidjeihez k&todni, ezaltal a
podoszomakba transzlokalodni.

Munkank soran a Tks5 EGF-jelpalyaban valo részvételét vizsgaltuk, mivel ismert, hogy az EGF
novekedési faktor, EGFR-hoz k&tddésén keresztiil nagyon fontos szerepet jatszik a sejtnovekedés,
proliferacio, differenciacio szabalyozasaban.

Kiilonb6z6 sejtvonalakat hasznalva néztiikk mind az endogén-, mind az overexpresszalt fehérje tirozin-
foszforilaciojat EGF-kezelés hatdsara. A sejtlizatumokbol a fehérjét immunprecipitdlva, Western
blottal vizsgaltuk a foszforilaciot, illetve immunfestést kdvetden konfokalis mikroszkoppal a fehérje
sejtbeni lokalizacigjat. A PX domén szerepét iranyitott mutagenezissel 1étrehozott PX domén mutans
fehérjén tanulmanyoztuk.

Kimutattuk, hogy EGF-kezelt sejtekben a Tks5 perceken beliil tirozinon foszforilalodik, és a
foszforilacio szintje legalabb 2 oOrén keresztiil fennmarad. Specifikus kindz inhibitort hasznalva
bizonyitottuk, hogy a foszforilacioért az Src tirozin kinaz felel6s.

Megmutattuk, hogy EGF-kezelés hatasara a Tks5 a plazmamembranba transzlokalddik, mig a PX
domén mutans fehérje csokkent membran-transzlokaciot, valamint csékkent tirozin-foszforilaciot is
mutat. Hasonl6 volt megfigyelheté egy PI 3-kindz inhibitor, az LY294002 hasznalata esetén is,
bizonyitva, hogy a PI 3-kinaz lipidtermékei, a foszfatidil-inozitol-3-foszfatok sziikségesek a PX
doménen keresztiili membrankapcsolathoz.

Ezen eredmények alapjan a TksS/FISH-t az EGF jelpalya uj tagjaként azonositottuk.

*Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani Intézet

**Semmelweis Egyetem, Elettani Intézet
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EGF REGULATES TYROSINE PHOSPHORYLATION AND MEMBRANE-
TRANSLOCATION OF THE SCAFFOLD PROTEIN TKS5
Anna Fekete, Gabor Bégel*, Zalan Péterfi**, Miklos Geiszt**, Laszl6 Buday

Tks5/FISH is a scaffold protein comprising of five SH3 domains and an amino-terminal PX domain. It
is a substrate of the tyrosine kinase Src and is required for actin cytoskeleton rearrangement and the
organization of podosomes implicated in invasion of tumor cells, as well normal, migrating cells (e.g.
macrophages, osteoclasts). The PX domain of Tks5 serves as a lipid-binding module for PtdIns(3)P
and PtdIns(3,4)P, present in the membrane of podosomes.

We have investigated the involvement of Tks5 in the EGF signaling pathway, because epidermal
growth factor receptor (EGFR) is involved in diverse cellular processes, including proliferation and
motility; however, it is also implicated in the development of various human cancers. A number of
signaling pathways have been identified through which EGFR may regulate rearrangement of actin
cytoskeleton.

In EGF-treated cells, Tks5 is tyrosine phosphorylated within minutes and the level of phosphorylation
is sustained for at least 2 hours. Using a specific kinase inhibitor, we demonstrated that tyrosine
phosphorylation of Tks5 is catalyzed by Src tyrosine kinase. We showed that treatment of cells with
EGF results plasma membrane translocation of Tks5. In addition, treatment of cells with LY294002,
an inhibitor of Pl 3-kinase, or mutation of the PX domain reduces tyrosine phosphorylation and
membrane translocation of Tks5.

Our results therefore identify Tks5 as a novel component of the EGF signaling pathway.

* Department of Medical Chemistry, Semmelweis University Medical School
** Department of Physiology, Semmelweis University Medical School
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IN VIVO ENZIMOLOGIA: A DUTPAZ HATEKONYSAG FIZIOLOGIAS HATASA
MIKOBAKTERIUMBAN
Hirmondo Rita, Lopata Anna, Pécsi I1dikd, Vértessy G.Beata, Téth Judit

A timidilat bioszintézis minden sejtben létfontossag, mivel a dTTP a DNS szintézis egyik épitokove.
Az eukariotakban megtalalhaté harom utvonalbol két f6 Gtvonal hidnyzik a mikobakterialis timidilat
bioszintézisben, ezért a dUTPAz reakcid kozponti szerepet jatszik ebben a szervezetben. A dUTPaz
enzim kettés funkciot lat el: egyrészt eléallitja a de novo dTTP szintézis prekurzorat, a dUMP-t, és
ezaltal hozzajarul a normal dANTP készlet fenntartasdhoz, masrészt kozvetetten megakadalyozza az
uracil hibas beépiilését a replikacid soran a genomba, azaltal hogy alacsony dUTP:dTTP aranyt tart
fent.

Vizsgalataink célja, hogy a dUTPaz in vitro részletesen felderitett miikodési mechanizmusat, valamint
a timidilat szintézis utvonalban betoltott szerepét az €16 sejtben is megismerjiik, amelyhez modellként
Mycobacterium smegmatist alkalmaztunk.

Az altalunk elvégzett in silico analizis bizonyitja, hogy a mikobaktérium fajok timidilat szintézis
utvonala erésen konzervalt és a Mycobacterium tuberculosishoz hasonléan két enzim is rendelkezik
dUTPaz funkciéval (dut, dcd:dut) a tobbi mikobaktérium fajban is. A konvencionalis dUTPaz (dut)
genombdl vald kititése letalis hatasu M. smegmatisban, mely fenotipus menekitheté a vad tipust gén
menekitéssel a mutans enzimek €16 sejtre kifejtett hatasai jol tanulmanyozhatok. Munkank soran 4
kiilonb6z6, in vitro kutatasaink alapjan ismert aktivitasi dut mutanst vizsgaltunk M. smegmatis
modellben. Azt talaltuk, hogy a dut dUTPaz-aktivitisa stresszmentes koriilmények ko6zott vald
novekedésnél nem sziikséges, viszont egyes stresszvalaszok kialakulasahoz sziikséges lehet. Emellett a
dUTPaz enzimnek a dUTP hidrolizisen kiviil egy masik esszencialis funkcioja is valoszinisithetd,
melyet az enzimfelszinen jelenlévé mikobaktérium-specifikus motivum kozvetit.

Az eredményeinkbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a letalitast a mikobaktérium-specifikus
motivum hidnya, nem pedig a csokkent enzimaktivitas okozza. Mivel ez a motivum mikobaktérium-

specifikus és esszencialis, ezért specifikus és hatékony antimikobakteridlis gyogyszercélpont lehet.
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IN VIVO ENZYMOLOGY: PHYSIOLOGIC EFFECT OF DUTPASE MUTATION
IN THE MYCOBACTERIUM CELL
Rita Hirmondo6, Anna Lopata, I1diké Pécsi, Beata G. Vértessy, Judit Toth

Thymidine biosynthesis is essential as dTTP is one of the nucleotide building blocks of DNA. Three
major pathways exist for dTTP synthesis in Eucarya, while in mycobacteria only one of these is
present. This one involves the dUTPase reaction. In addition, the constantly produced dUTP needs to
be eliminated to prevent DNA uracilation. Therefore, dUTPase is also required to eliminate excess
dUTP.

We aimed to relate the previously deciphered in vitro reaction mechanism of dUTPase to physiology
in the living mycobacterial cell.

Mycobacterium smegmatis was used as a fast growing model for mycobacterial thymidine
biosynthesis. We found that mycobacterial dUTPase genes (dut) exhibit over 85% sequence identity
and has a genus-specific surface loop absent in the human dUTPase. The knock-out of dut resulted in
lethality, which could be reverted by complementation with the wild-type dut. We assayed
complementation with four dUTPase mutants with in vitro characterized enzyme activity. Importantly,
mutant dut lacking the genus-specific loop was enzimatically unaffected, but was unable to
complement lethality. However, partially or fully inactive mutants having the genus-specific loop
could revert lethality. We also found that enzyme activity of dut is omitable in stress-free condition,
but may be necessary under various stresses.

Our results prove that dut is essential in M. smegmatis and that essentiality is brought about by the
mycobacterium-specific dUTPase motif and not by the enzymatic activity. Our results also indicates
that dut has a moonlighting function brought about by the mycobacterium specific motif. Therefore,
we propose that targeting the mycobacterium-specific motif will potentially yield an efficient, specific

antimycobacterial treatment.
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CSEREVISZONY A KOOPERATIVITAS ES A SPECIFICITAS KOZOTT A DUTPAZ
SZUPERCSALADBAN
Szabo Judit Eszter, Takacs Enikd, Merényi Gabor, Vértessy G. Beata, Toth Judit

Homotrimer enzimek esetében mindig érdekes kérdés, hogy vajon létezik-e kommunikacié az
aktivhelyeik ko6zott. A homotrimer dUTP4z szupercsaldd tagjai a dTTP bioszintézis fontos
prekurzorait allitjak el6. A szupercsaladba tartoz6 dCTP-dezaminaz és dCTP-dezaminaz/dUTPaz
bifunkcios enzimnek érdekes szabalyozasi mechanizmusat irtdk le: a feed-back inhibitorként hato
dTTP kompetitiv és allosztérikus mechanizmusokon keresztiil megnoveli a dCTP-dezaminaz ¢és a
bifunkciés enzim kinetikai kooperativitasat [1, 2]. Ez a mechanizmus lehetévé teszi a dCTP/dTTP
szint rendkiviil finom szabalyozasat. Ezen kiviil a dTTP DCD és DCD-DUT enzimekre gyakorolt
hatasa tette lehetové, hogy az ezekben az enzimekben lejatszodo kdzponti csatornan keresztiil miikodo
homotrop allosztérikus folyamatokra fény dertiljon.

A szupercsalad harmadik tagja, a dUTPaz a sejtre karos dUTP-t hidrolizalja el, a dTTP szintézis
prekurzorat, dUMP-t allitva eld. A dUTPazok erésen specifikusak dUTP-re és ezért nem kotnek
dTTP-t [3]. A szerkezet alapjan azonban tObbszor is javasoltak korabban, hogy az eukaridta
dUTPazok aktivhelyei kozott kooperativ kommunikacio l1étezhet [4, 5].

A human dUTP4z kinetikai mechanizmusanak feltarasa nem mutatott aktivhely kommunikaciora utalo
1épést [6], ezért mas modszerrel probaltuk vizsgalni az esetleges kommunikaciot az aktivhelyek
kozott. A kooperativitas tettenérésére géntechnoldgiai modszerekkel kovalensen 6sszekapcsolt human
dUTPaz trimereket hoztunk 1étre. A kovalens trimerekben igy lehetéségilink volt arra, hogy egy-egy
aktivhelyet szelektiven kikapcsoljunk. Ezzel a modszerrel olyan aszimmetrikus heterotrimereket
allitottunk el6, melyekben egy vagy tobb a) katalitikusan inaktiv, b) a C-terminalis V. motivumot nem
tartalmazo és ezért alacsony aktivitasu €s szubsztratot gyengén kotd, C) vagy szubsztratot egyaltalan
nem koto aktivhely taldlhat6. Az aszimmetrikus heterotrimerek segitségével azt vizsgaltam, hogy az
enzimreakcio egy-egy lépésének — és ezzel egyidejlileg az altaluk okozott konformacio-valtozasoknak
— a kiiktatasa milyen hatassal van a trimer tulajdonsagaira. A heterotrimereket steady-state és tranziens
kinetikai modszerekkel, fluoreszcencia-spektroszkopidval ¢és termofluorimetrids mérésekkel
jellemeztem. Eredményeim egyértelmiien azt mutatjdk, hogy a dUTPaz aktivhelyei egymaéstol
fiiggetleniil miikodnek minden aszimmetriat indukalé mutansban.

A kooperativitas hianya okainak feltardsdhoz megvizsgaltuk a human dUTPaz kdzponti csatorndjat is.
Kimutattuk, hogy a human dUTP4z kdzponti csatornaja Mg®* iont kot és, hogy a Mg ion kotédése a
kdzponti csatornahoz csdkkenti annak flexibilitasat, ami végeredményben ndveli a dUTP aktivhelyhez
valo kotddésének erdsségét.

Eredményeink arra utalnak, hogy a dUTPaz szupercsaladban a kdzponti csatorna aktivhellyel
szomszédos szakaszanak flexibilitasa, valamint a csatornan keresztiili allosztérikus kommunikacio
csereviszonyban all a szubsztratspecificitdssal. Mivel az érintett szakasz nem konzervalt, a
csereviszonyban alloé tulajdonsagok koziil a DCD és DCD-DUT enzimekben kooperativitas, a

crcr

példajat szolgaltatva.
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TRADE-OFF BETWEEN COOPERATIVITY AND SPECIFICITY IN THE DUTPASE
SUPERFAMILY

Judit Eszter Szab6, Eniké Takacs, Gabor Merényi, Beata G. Vértessy, Judit Toth

It is an intriguing question with oligomeric enzymes whether allosteric communication exists between
their active sites. Members of the homotrimeric dUTPase superfamily (dUTPases and dCTP
deaminases (DCD)) eliminate dUTP and produce precursors for dTTP biosynthesis [1]. The DCD
enzymes display an interesting dTTP feedback inhibition mechanism, which shed light on the partially
hidden homotropic allosteric communication mediated through the central channel of the homotrimer
[2,3].

dUTPase cannot bind dTTP due to its tight substrate binding pocket. Based on the structure it was
proposed, however, that eukaryotic dUTPases, similarly to DCD-s, also behave cooperatively [4, 5].
As we previously could not detect cooperativity in the homotrimer [6], we set out to explore perturbed
conformational states potentially mimicking dTTP binding. We therefore created covalently linked
human dUTPase heterotrimers in which we could manipulate active sites selectively. In the resulting
asymmetric pseudo-heterotrimers one or two monomers a, were catalytically inactive b, had reduced
activity and substrate affinity ¢, or could not bind substrate at all. Using these mutant heterotrimers we
investigated whether the interruption of different steps of the enzymatic cycle — and thereby of the
putative active-inactive conformational equilibria— affects functioning of the non-mutated active sites.
Using a variety of biochemical and enzyme kinetics methods and four different mutants we found no
indication of cooperativity in human dUTPase.

To understand the structural basis of the surprising lack of cooperativity, we investigated the central
channel of human dUTPase. We found that Mg®* binding to the channel decreases the overall
flexibility of human dUTPase which in turn strengthens dUTP binding to the active site.

In conclusion, we propose that the central channel of eukaryotic dUTPases lacks the allosteric route
that mediates cooperativity in DCDs and instead, acquired increased substrate affinity with Mg?*
binding to it. The lack of cooperativity in dUTPases seems to be adaptation to high specificity and
catalytic efficiency to break down dUTP. Our hypothesis is that the trade-off between cooperativity
and specificity in dUTPases and DCDs represents the adaptation to the distinct roles of dUTP

elimination/uracil-DNA avoidance and dUMP production/dTTP synthesis, respectively.
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