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A. A projektidészakban elvégzett munka dsszefoglalasa (max. 2 oldal)

A budapesti és a stuttgarti laboratoriumok kozott régoéta fennalldé szakmai
egylttmikodés az elmult két évben is sikeresen folytatddott. A protein kindz D (PKD) és
az AMPA-tipusu ionotrép glutamat receptorok kozotti kdlcsonhatast sikerilt feltarnunk.
Igazoltuk, hogy az idegsejtek elektrofiziol6giai sajatsagait és a tanulasi folyamatok
molekularis alapjait szabalyozé AMPA receptorokat a PKD enzim aktivitasa is
szabdlyozza. Ugynevezett ,ellenanyag-etetési” konfokalis immuncitokémiai eljaras, illetve
felszini biotinilaciés Western blot technika segitségével is bizonyitottuk, hogy a PKD
aktivitas rovid tavu, farmakoldgiai gatlasa az AMPA receptorok endocitézisat

megakadalyozza, igy sejtfelszini mennyiségiiket megnoveli.

A hatdsmechanizmus tisztazasara olyan konstrukcidkat fejeztettiink ki a tenyésztett
idegsejtekben, amelyben az AMPA receptor alegységét az extracellularis, N terminalis
véghez kapcsolt, pH-fligg6en fluoreszcens super-ecliptic phluorin (SEP) jeloléssel lattuk
el. Ennek eredményeként az idegsejtekben tultermeltetett, SEP cimkével jelolt AMPA
receptor csak a sejtfelszinen valik fluoreszcenssé, a plamamembranba iranyulé
exocitozist, illetve a sejtfelszini receptorok visszavételét iranyitd endocitozist biztositd
vakuodlumok savas pH-ju belsejében nem. A posztszinaptikus membranban taldlhato,
fluoreszcens SEP-GIuA1 alegységeket lézerrel kifakitottuk, majd meghataroztuk, hogy a
fluoreszcencia milyen mértékben és kinetikaval tér vissza a fakitott teriiletekre (Un. FRAP,
azaz ,fakitast kovetd fluoreszcens jelvisszatérés” kisérlet).

Kisérleti eredményeink a fixalt sejteken megfigyeltekkel 6sszhangban megerdsitették,
hogy a PKD aktivitas gatlasa az endocitézis folyamatanak gatlasaval lassitotta le a
kifakitott receptorok kicserélését. Sikerilt bizonyitanunk azt is, hogy a PKD endocitozist
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szabalyozo6 hatasa a a Rab5 kis GTPaz fehérje aktivitasat szabalyozé Rabaptin5 fehérjén
keresztiil érvényesil. Korabbi k6zos kutatdmunkank soran mar bizonyitottuk, hogy a
tanulasi folyamatokhoz a PKD aktivitas alapvet6en szikséges, igy ezek az eredmények a
memoria kialakulasanak és fenntartasanak hatterében allé, eddig még nem ismert, PKD-
figgd szabdlyozé mechanizmusra is fényt deritenek. Ko6zos kéziratunk jelenleg a
Molecular Cell Biology folydiratnal biralat alatt all, a jové év elején pedig Carlos Morales
errél a témarol készitett PhD dolgozata is benyudjtasra keril. 2019-ben az AMPA
receptorok korforgasat szabalyozé Rab fehérjékrél készitett kozos dsszefoglald cikkiink
is megjelent.

Az idegsejtekben PKD-fliggé mddon szabalyozott AMPA receptor korforgas
iranyitasaval kapcsolatban egy masik PKD-szubsztrat, a RIN1 szerepét is vizsgaltuk. Az
elmult 2 évben igazoltuk, hogy a RINT fehérje az AMPA receptorok endocitézisat az aktin
vazrendszerre gyakorolt hatasan keresztiil fejti ki. EI§, az aktin vazrendszert
fluoreszcensen jel6l6 konstrukcidkat kifejezé idegsejtekben végzett kisérleteink szerint a
RINT a mar kialakult szinaptikus kapcsolatokat stabilizalja, igy a tanulasi és az
emléknyomokat felidézé képességekre szintén hatassal van. Ignacz Attila jelenleg masod
éves PhD hallgat6é tobb konferencian is sikerrel mutatta be munkajat, eredményeinket a
jovo év elején tervezzik publikalni.

Kisérleti munkankban nehézséget jelent, hogy a kilonb6z6 génkonstrukcidk az
idegsejtekbe csak igen kis hatékonysaggal juttathatéak be, raadasul az
idegsejttenyészetek készitése és fenntartasa sem egyszerld feladat. Alternativ
megoldasként 2018 nyara 6ta a kutatocsere programra tamaszkodva két MSc-s hallgato
bevonasaval sejtvonalakon is elkezdtiik vizsgalni a PKD fliggé hatasokat. Abril Gamoa
MSc hallgaté kvantitativ  RT-PCR, Western blot és immuncitokémiai mérésekkel is
igazolta, hogy egyes glioma sejtvonalak szintén termelik az AMPA receptorok GluAl
alegységét, aminek sejten beliili korforgasat és a sejtfelszinen detektalhaté mennyiségét
a PKD aktivitas is szabalyozza. Szakdolgozat 2019 juniusaban jeles eredménnyel védte
meg.

2019 nyaratol részben ezeket a megfigyeléseket folytatja Szentgyorgyi Viktéria is:
iranyitott mutagenezis segitségével olyan PKD mutans konstrukciokat alakit ki, amelyek
segitségével a PKD enzim mukodését iranyitd utvonalakat is vizsgalhatjuk. Az elmult évek
kutatasai ugyanis feltartak, hogy a PKD molekulak N-terminalisan egy dimerizaciéért
felelés, un. ULD domén talalhato. Az elképzelések szerint a plazmamembran diacil-
glicerinjéhez kot6édé PKD molekulak kozotti dimerizacié is sziikséges az enzim
aktivaciéjahoz. A részben a német, részben a hazai laboratériumokban jelenleg is
folyamatban 1évé munkak soran azt vizsgaljuk, hogy a dimerizacidban, illetve az
enzimatikus funkciékban gatolt pontmutansok mennyire befolyasoljak a GluA1l elegység
sejtfelszini mennyiségét, illetve a Golgi készilékrél lef(iz6d6 és a plazmamembran felé
iranyulé vezikulaszallitast. Ezek a kezdeti eredmények egy Uj, kozOs palyazat
kiindulasaként is szolgalhatnak: ha hipotéziseinket igazolni tudjuk, akkor 2020-ban
ezekre alapozva egy Ujabb k6zos kutatasi palyazat benyujtasat is tervezzik.
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B. A k6zés projekt eredményei (max. 2 oldal)
A projekt két éve alatt a résztvevd hallgaték 6sszesen 8 konferencia keretében 5
poszteren mutattak be eredményeiket és 6 alkalommal tartottak el6adast (Id részletezve).
Szereplésiiket tobb alkalommal is dijaztak. Két MSc dolgozat is elkésziilt, mindkett6t
jeles eredménnyel védték meg. Egy k6zods 6sszefoglald cikkiink idén jelent meg, a PKD
AMPA receptorokra gyakorolt hatasat kisérletesen vizsgalé kéziratunk jelenleg elbirdlas
alatt all, elfogadasat kovetéen egy Gjabb PhD dolgozat is védésre keral.

K6z0s eredményeink konferencian térténé bemutatasa:

1. 11th FENS Forum on Neuroscience, Berlin; Németorszaqg; 2018. junius 7-11

e Carlos O. Oueslati Morales, Norbert Bencsik, Attila Ignacz, Zséfia Sziber, Katalin
Schlett, Angelika Hausser: PKD as a novel regulator of AMPAR trafficking. poszter

e Attila Ignacz, Zséfia Sziber, Hanna Liliom, Carlos O. Oueslati Morales, Krisztian
Tarnok, Angelika Hausser, Katalin Schlett: RIN1 regulates LTD-dependent AMPA
receptor trafficking and actin dynamics in dendritic spines. poszter

2. Magyar Mikroszképos Tarsasdg Konferenciaja, Siofok: 2018. majus 24-26.

e Ignacz Attila, Stephan Eisler, Angelika Hausser, Schlett Katalin: A RINT kettds
szerepe a dendrittiiskékben. Eléadasa a zsdri kiilondijat nyerte el

3. Inst. Cell Biology and Immunology, 12th PhD Workshop on Molecular mechanisms and
therapeutic approaches in cancer; Freudenstadt, 2018. szeptember 26-28.

e Carlos O. Queslati Morales: PKD-mediated regulation of AMPA receptor trafficking.
el6adas Carlos Morales eléadasa a kozdénségszavazatok alapjan a masodik
helyezést nyerte el.

4. 3. HunDoc Konferencia, Debrecen, 2019. januar 16.

e Attila Ignacz: PKD controls endocytotic AMPAR trafficking in the synaptic
membrane. kiemelt, meghivott eléadas

5. Magvyar Idegtudomany Tarsasdg 16. Konferencidja, Debrecen, 2019. januar 17-18.

e Attila Ignacz, Carlos Omar Queslati Morales, Zséfia Sziber, Abril Gaona Gamboa,
Katalin Schlett, Angelika Hausser. PKD controls endocytotic AMPAR trafficking in
the synaptic membrane. poszter

6. Cell biology of the neuron: polarity, plasticity and regeneration. EMBO Workshop,
Heraklion, Goroégorszag:; 2019. majus 7-10.

e Ignacz A, Sziber Z, Nagy-Herczeg D, Tarnok K, Hausser A, Schlett K. Dual activity
of RINT regulates synaptic plasticity in dendritic spines. poszter Az absztrakt
alapjan Ignacz Attila az EMBO 1000 EUR utazasi tamogatasaban részesiilt.

e Queslati Morales CO, Ignacz A, Sziber Z, Gamoa A, Schlett K, Hausser A. PKD
controls endocytic AMPAR trafficking in the synaptic membrane. poszter
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7. Magyar Mikroszkopos Tarsasag Konferencidja, Sidéfok; 2019. majus 23-25.

e Ignacz A, Nagy-Herczeg Domonkos, Schlett K. Az aktin vazrendszer dinamikajanak
mérése él6 idegsejtekben. el6adas. Ignacz Attila eldadasa a zsuri kilondijat nyerte
el.

8. Inst. Cell Biology and Immunology, 13th PhD Workshop on Molecular mechanisms and
therapeutic approaches in cancer, Feldberg, 2019. szept. 30 - okt. 1.

e Igndacz A: The dual role of RINT in dendritic spines. el6adas Ignacz Attila eléadasa a
kdézonségszavazatok alapjan az elsé helyezést nyerte el.

e OQueslati Morales CO: PKD: a key regulator of AMPAR endocytosis and synaptic
plasticity. el6adas. Carlos Morales eléadasa a k6zonségszavazatok alapjan a
masodik helyezést nyerte el.

Megvédett szakdolgozatok:
e Ignacz Attila (2018) A RINT fehérje hatasa a neuronok strukturalis plaszticitasara.
ELTE TTK Biolégus MSc, jeles eredmény
e Abril Magda Gamoa Gamboa (2019) U87 human glioma cell line as a model to
study AMPA receptor trafficking. ELTE TTK Biologus MSc, jeles eredmény

Elnyert dijak:
e Ignacz Attila (2018) OTDK 1. helyezés a Neurobiolégia szekcidban.
e Szentgyorgyi Viktoria (2018) Kornyezettudomanyi OTDK 1. helyezés
e Igndacz Attila: Nemzet Fiatal Tehetségeiért Oszténdij (2018) NTP-NFTO-18-B-0045
e Ignacz Attila: EMBO Workshop (2019) 1000 EUR utazasi tamogatas elnyerése
(részvételi és utazasi koltségek)

K6z6s kozlemények:
e Hausser A, Schlett K. (2019) Coordination of AMPA receptor trafficking by Rab
small GTPases. Small GTPases. 10(6):419-432.
e OQueslati Morales CO, Ignacz A, Sziber Z, Schlett K, Hausser A. PKD controls
endocytic AMPAR trafficking in the synaptic membrane via regulating Rabaptin 5.
Mol. Cell. Biol., e/birdlds alatt
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C. Az egyittmiikodés tovabbi szempontjai: (max. 3 oldal)

1. Mennyiben alapulnak a projekt elért eredményei a német-magyar

egyuttmikodésen?

A budapesti és a stuttgarti laboratériumok kozott régdta fennalld, intenziv szakmai
egyuttmikodés folyik. 2008 6ta - részben a mar kordbban is elnyert kutatécsere-
programok tamogatasaval - mar 7 német kolléga dolgozott Budapesten, Stuttgartban
pedig 10 fiatal magyar kutaté végzett alt. 1-2 honapos kutatémunkat. 2009 6ta 6 kozos
publikaciénk jelent meg (ebbdl harom 2017-ben) és 30-nal is tobb olyan konferencia-
szereplésiink volt, ahol a kézds munkara alapozott eredményeinket mutattuk be. A
szenior résztvevOk éves rovid latogatasai és a rendszeres konzultacidk biztositjak a
szakmai egyluttmUikodést, a kozos palyazatok el6készitését és a publikaciok megirasat.

2. Hogyan befolyasolta a tamogatas a projekt elémenetelét?

A megvalosult kutatécserék nemcsak a hallgaték képzését segitették eld, hanem
fontos szakmai eredményekkel is szolgaltak (Id. az B pontban részletezve). Az éves
rendszeres latogatasok a projekt szakmai el6segitése mellett a német és magyar
laboratériumokban kozel azonos moddon kiépitett mikroszképos rendszerek technikai
ellenérzését és a kisérleti modszerek 6sszehangolasat is biztositjak.

3. Hogyan csatlakozott a masodik évi munka az els6 év eredményeihez?

A 2018-ban glioblasztoma sejtvonalakon elkezdett kutatdmunka 2019-ben egy jeles
eredménnyel megvédett szakdolgozatot eredményezett és Uj kutatasi iranyokat is
inicializalt. Természetesen az idegsejtek vizsgalatan alapuld kisérleteinket is folytattuk,
eredményeinkrdl hallgatoink tobb konferencian is sikerrel szamoltak be. Mar elbiralas
alatt all egy ujabb k6zos publikacionk, amely egy jovo tavaszra tervezett doktori dolgozat
elkészitéséhez is sziikséges.

4. Milyen szempontbdl volt jelentds a projekt a fiatal kutatok tapasztalatszerzése,

szakmai fejl6dése szempontjabol?

Az elmult két évben harom magyar MSc-s (egyikéjuk mar PhD) hallgato, a német
partnertél pedig egy PhD hallgaté hasznalhatta ki a kutatocsere elényeit. Mindannyiuk
esetében igaz, hogy a partner laboratériumban végzett munka jelentésen novelte
szakmai tudasukat, onallésagukat és a kutatas iranti elkotelez6désiiket, igy egyértelmd,
hogy a kutatéi palyan maradnak.

A budapesti laboratérium tagjaként Ignacz Attila 2018-ban a Biolégus OTDK I.
helyezést ért el, kivalo eredménnyel megvédte MSc szakdolgozatat és az ELTE Bioldgia
Doktori Iskola ldegtudomanyi programjan belil megkezdte a PhD képzést. Egyetemi
eredményei alapjan elnyerte a Nemzeti Tehetség Program tdmogatdsat is. A projekt
mindkét éve alatt 2-2 hdnapot téltott el a német laboratériumban, ez idé alatt a spinning
disc mikroszkopos rendszerrel kapcsolatos ismereteit is elmélyitette. A hazai
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laboratériumban zajlé é16 sejtes mikroszképos felvételek mar elsésorban az 6 iranyitasa
alatt zajlanak. Eredményeivel tobb hazai és nemzetk6zi konferencian is elismerést vivott

Abril Magda Gamoa Gamboa mexikéi diak a Stipendium Hungaricum program
tamogatasaval tanult Magyarorszagon, képzését 2019-ben, jeles eredménnyel fejezte be.
2018 nyaran 2 hoénapot toltott a stuttgarti laboratériumban, az akkor elkezdett
kisérletsorozatok a kutatécsoportjaink kozotti egyiuttmiikodésében ujfajta megkozelitési
modot jelentenek. A hazai laboratériumban befejezett szakdolgozataban sikerilt
igazolnia az AMPA receptorok jelenlétét és aktivitas-fliggd szabdlyozasat glioblasztéma
sejtvonalakban. Egyetemi tanulmanyait kévetéen az Erasmus Plus program tamogatasaval
6 honapig Parizsban dolgozott, eredményeivel egy, az USA-ban folyé PhD képzést
tamogato 6sztondij programba is bekerdiilt.

Szentgyorgyi Viktéria bioldgiai-kémia tanar szakos képzését 2019-ben kivalo
eredménnyel fejezte be. Tanari tanulmanyai mellett 2017 o6ta a kutatdmunkaba is
bekapcsolédott, 2018-ban a Kornyezettudomanyi OTDK-n [. helyezést ért el. 2019
nyaran a stuttgarti laboratériumban folytatta a tumorsejteken korabban végzett
megfigyeléseket, kiegészitve ezeket a protein kindaz D enzim pontmutacidinak
vizsgalataval is. Ezek a tapasztalatok vilagitottak meg igazan szamara a kutatéi palya
szépségét, igy 2020 tavaszan O is jelentkezik az Erasmus Plus programba, illetve azt
kovetéen a PhD képzésre. Tervei szerint a PhD megszerzését kovetéen visszatér a tanari
palyara, igy a kutatasi tapasztalatait a kozépiskolai képzésben, a kutatdéi utanpotlas
nevelésében is kamatoztatni tudja majd.

Carlos Morales PhD hallgaté a kutatécsere program tamogatasaval mar tébbszor jart
Magyarorszagon, az idegsejt-tenyészetek készitéséhez sziikséges gyakorlatot nalunk
sajatitotta el. Rendszeres latogatasai, a folyamatos konzultaciok és a magyar kutaték
kalfoldi vendégutjai is segitenek abban, hogy az él6 idegsejteken végzett méréseket
Stuttgartban is megfelel6 médon tudja kivitelezni. Eredményeirél tobb konferencian is
beszamolt, els6 szerzds publikacidja jelenleg elbiralas alatt all. Ennek elfogadasat
kovetbéen, varhatéan 2020 tavaszan nyujtja majd be doktori dolgozatat. Az elmult
években magabiztos, 6nallé kutatéva érett, posztdoktori kutatasokat tervez.

5. Sorolja fel azokat a hazai vagy kiilféldi tudomanyos kézleményeket és

publikacidkat, amelyek az egyluttmlkodés eredményeként jelentek meg!

A k6z6s kutatdbmunka nyoman 2009 6ta kutatocsoportjainkban 6 k6z6s tudomanyos
kézlemény, 5 PhD dolgozat, 10 MSc és 3 BSc szakdolgozat késziilt el. Az AMPA
receptorok sejten beliili transzportjat befolydsold hatasokrél irt kozos osszefoglald
kozleménylink idén jelent meg. Egy bekildott kéziratunk jelenleg elbiralas alatt all, ennek
elfogadasat kovetben, varhatéan 2020 tavaszan pedig egy ujabb német PhD dolgozat
keril megvédésre. Az elmult 2 évben 2, a kilféldi kutatocsere sordn elért eredményeket
is tartalmazo6 MSc szakdolgozatot is jeles eredménnyel védtek meg hallgatdink.

e Hausser A, Schlett K. (2019) Coordination of AMPA receptor trafficking by Rab
small GTPases. Small GTPases. 10(6):419-432.
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e Carlos O. Oueslati Morales, Attila Ignacz, Zséfia Sziber, Katalin Schlett,
Angelika Hausser: PKD controls endocytic AMPAR trafficking in the synaptic
membrane via regulating Rabaptin 5. Mol. Cell. Biol., e/biralds alatt

e Carlos Omar Queslati Morales: Novel activity-dependent functions of PKD in
neurons via regulating AMPA receptor endocytosis. PhD disszertacio -
tervezett benyujtds 2020 februdrban

e Ignacz Attila (2018) A RIN1 fehérje hatdsa a neuronok strukturdlis
plaszticitasara. ELTE TTK Biologus MSc, jeles eredmény

e Abril Magda Gamoa Gamboa (2019) U87 human glioma cell line as a model to
study AMPA receptor trafficking. ELTE TTK Biologus MSc, jeles eredmény

6. Milyen akadalyokat vagy problémakat érzékelt a projekt végrehajtasa soran?
Problémakkal nem talalkoztunk, minden a szokasos rendben zajlott.

7. Mi a legjelent6sebb szakmai eredmény, amit kiemelne a projektegyiittmikodés

kapcsan?

A kutatocsere program keretében megszerzett technikai és kutatasi tapasztalatok
biztositottak, hogy az ELTE 2017 végén Dr Schlett Katalin szakmai koordinalasaval
beszerzett, 230 millié Ft-os fénymikroszkopos kézpontjaban a spinning disc konfokalis
rendszer az él6 sejtes mikroszkdépos mérések kivitelezésére alkalmas legyen. A
rendszerek mikodtetésével és a felhasznalok kiképzésében is nagyon sokat jelent a Dr.
Stephan Eisler-t6l, a Stuttgarti Egyetem Kozponti Mikroszképos Egységének vezet6jétdl
kapott segitség: budapesti rovid latogatasai soran Dr Eisler segit a megfelel6 kalibralo
mérések és beadllitasok elvégzésében, masrészt a stuttgarti laboratériumba dolgozé
magyar didkok mikroszképos mérései soran is poétolhatatlan segitséget nyuajt. A Dr
Angelika Hausserrel folytatott egylttmuikodésiinket évek oOta erre a szakmai hattérre
tudjuk épiteni. A német kutatok szakmai kompetencidajat a 2018-ban a rangos Elife
folyoiratban a PKD altal befolyasolt molekularis utvonala mikroszképos elemzését taglald
kozleményuk is jelzi (Elife. 2018 Jul 20;7. pii: €35907.)

8. Van-e olyan javaslat, amivel médositana a palyazati felhivas és végrehajtas
szempontjait a jovore nézve?

Nincs.

Kelt: Budapest, 2019. december 2.
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