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SZAKMAI ZARO BESZAMOLO

az Uj Nemzeti Kivalésig Program (UNKP) dsztondijanak tdmogatasaval a
2021/2022 tanévben végzett munkardl

A palyazé adatai

Név Székely Mihaly

Pélyazat tipusa (alap, mester,

do:cvt:rand::sz, d(okt(':rvéroményos) nster

Palyazat kédja UNKP-21-2-DE-1-362

Szerzddés egyedi azonositdja RH/1225-181/2021

Neptun kéd GY8COM

Lakcim 4032 Debrecen, Ban Imre utca 32.
Adédazonosito jel 8487040810

Kutatdsi program cime A miozin foszfataz iltal szabalyozott protoonkogén
(a beadott palyazat szerint) jelatviteli palyak vizsgalata
Témavezetd neve Dr. Lontay Bedata

Tajékoztatd

A beszamolonak szakmai értékelést kell tartalmaznia a tamogatis céljanak, a kutatasi tervnek a
megvaldsuldsardl (maximalis terjedelem: 2 oldal). Az elkésziilt el6adss, publikicid, tanulmany, fénykép, video
a szakmai zaré beszamolé mellékletét képezi (akdr papir alapi, akdr digitalizilt adattiroldsra alkalmas
eszkdzon (pl. CD, DVD) torténd benyijtissal). A szakmai beszimoléban a szerzddésben villalt feladat
teljesitésére, ezen beliil értelemszer(ien - a feladat jellegétél fiigg6en -, az aldbbiakra kell kitérni:

- Rendezvény esetében: az eredeti misorterv (Utemterv, forgatékonyv stb.) teljesitése, eredménye, foto-,
médiamegjelenés a fellépdk/el6adok neve, szervezete, a résztvevik kore, a megjelentek pontos vagy becsiilt
létszama, a midsortervtdl vald eltérés oka, ez mennyiben befolyasolta a tervezett eredményt, mivel
helyettesitették az elmaradt eladast/bemutatot, a k6zonség miként fogadta az el6adasokat/bemutatokat, a
rendezvénynek milyen volt a tarsadalmi, szakmai visszhangja. Rendezvénysorozat esetén, vagy ha a rendezvény
nem kifejezetten csak a minisztérium Gigykorébe tartozé témaval foglalkozott, kimutatast kell késziteni arrél,
hogy mely el6adasok/bemutatdk foglalkoztak a minisztérium iigykorébe tartoz6 kérdésekkel.

- Tanulmdny készités esetén: ismertetni kell réviden a tanulmany kidolgozasanak sziikségességét és
hasznosithatdsagat, tartalmanak rovid osszefoglalasat, kiemelve a kovetkeztetéseket és javaslatokat,
megjelélve a kidolgozashoz sziikséges sajat kutatdsi eredményeket és a forrasul felhasznilt szakanyagokat,
tovabba, hogy az elkészitett tanulmany hol kerdl publikdldsra. Csatolni kell a tanulmanyt, a szerz6désben
meghatarozott példanyban, tovabba — amennyiben a szerzédésben ez elGirasra keriilt - csatolni kell a
kedvezményezett nyilatkozatat arrél, hogy az elkésziilt tanulmédnyt a minisztérium felhasznilhatja, szabadon
terjesztheti.

- Felmérés, vizsgadlat esetén: ismertetni kell roviden a felmérés, vizsgalat targyat, terjedelmét, sziikségességét,
az eredmények hasznositasanak teriileteit, révid osszefoglaléban az eredményeket, a kévetkeztetéseket és
javaslatokat, tovibb3, hogy az elkészitett anyag hol keriil publikilasra. Csatolni kell az elkésziilt anyagot, a
szerzGdésben meghatarozott példinyban, tovabba csatolni kell a kedvezményezett nyilatkozatat arrdl, hogy az
elkésziilt anyagot a minisztérium felhasznélhatja, szabadon terjesztheti.

A beszamolokat a tamogatas targyatél fiigg6en megfelelé részletességgel kell osszedllitani —
dokumentumokkal, fényképekkel, egyéb audio-vizualis eszkdzokkel illusztralni azt. A tdmogatasbol megvalésult
program eredményét ki kell emelni a beszamoléban.

A szakmai 2ir6 beszamolot alap-, mester (osztatlan), doktori és doktorjeldlti Gsztondijak esetén a
témavezetdnek jovahagydlag kiadmanyoznia sziikséges.
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Szakmai beszamold

1. A palyazat keretében végzett kutatomunka leirdsa; szakmai értékelés a kutatasi terv
megvaldsuldsardl (max. 2 oldal)

A daganatos halalozdsok vilagszinten a masodik leggyakoribb halélokot képezik, a legjelent&sebb
koziilik a tid6daganat. A rosszindulatu daganatok kialakuldsaban jelentés szerepet jatszik a normal
sejtciklus és a génexpresszié fenntartasaért felelGs enzimek tdl, illetve alulm(kodése, melyet a
benniik kialakulé mutéciok mellett azok eltéré poszttranszlaciés médositasa, példaul foszforilacidja,

vagy metilacioja okoz.

UNKP kutatémunkam soran munkacsoportunk célja volt egy ilyen, a génexpresszi6 fenntartasaban
jelentSs szerepet jatsz6 enzimnek, a protein arginin metiltranszferaz 5-nek (PRMT5) a vizsgdlata, és
annak jelentds szabalyozdjanak, a miozin foszfataznak (MP), és szubsztratjanak, a H4 hiszton
fehériének elemzése. Az emlitett fehérjék poszttranszlacios és génexpresszios szintli valtozasait
egészséges és daganatos human tiidGszéveti mintakban vizsgaltuk.

A célkitiizés megvaldsitasdhoz eldszér a human tiid6daganat szévetbank bévitésére volt sziikség. Ez a
Debreceni Egyetem Klinikai Kozpontjanak Mellkassebészeti Tanszékével torténd kollaboraciéban
valosult meg, jelenleg 43 egyénbdl szarmazé minta all rendelkezésiinkre. Egy betegbdl 3-3
egészséges és daganatos szbveti mintat vettiink. Egy par mintat RNS later-be helyeztiink, majd
genomi DNS-t és RNS-t prepardltunk beléliik. Egy masik par mintit folyékony nitrogénben
fagyasztottunk, majd lizalast és fehérjemérési esszét kovetGen Western blot fehérjeanalizist
végeztiink. A harmadik par mintat fagyasztottuk, késébbiekben metszést és festést kdvetSen ezeket
konfokalis mikroszképpal tervezziik vizsgalni.

RNS later-be helyezett szovetdarabokat Trizol és Tissuelyser segitségével homogenizaltunk, majd
RNS-t és genomi DNS-t preparaltunk. Az igy kinyert RNS-sel célunk a fehérjék expressziés szintjének
vizsgalata volt, ehhez kvantitativ valosidejli polimeraz lancreakciét hasznaltunk. A PRMTS és a MP
szabalyoz6 alegységének, a MYPT1 vizsgalatakor is hasonlé eredményeket kaptunk, nem
tapasztaltunk ugyanis szignifikans valtozdst a tumoros mintdkban az egészséges mintakhoz képest.

Folyékony nitrogénbe helyezett mintakat RIPA puffer és TissueRuptor segitségével homogenizaltuk,
majd BCA fehérjemérési esszé segitségével meghatiroztuk az egyes szovetlizatumok
fehérjetartalmat. Ezt kovetSen Western blot analizissel vizsgaltuk a tumoros és kontroll mintak
kozétti fehérje expresszids, illetve poszttranszlacios modositasbeli véltozasokat. Szemikvantitativ
Western blot-ot végeztiink, mivel igy kikiiszobolhettiikk, hogy a mintafelvételkor kialakult
kiilonbségek, és az eltéré fehérje expressziés szintekb6l fakadé kilonbségek befolyasoljak
eredményeinket. PRMT5, MYPT1, H4 és retinoblasztdma fehérjére specifikus, tovabba a PRMS és a
MYPT1 szabilyozé helyei ellen termeltetett antitesteket hasznaltunk fel.

ElGsz6r a PRMTS fehérjeszintd relativ expresszidjat vizsgaltuk, ebben nem figyeltiink meg szignifikans
eltérést. Ezutan az enzim aktivitasat vizsgaltuk azaltal, hogy az 6t szabalyozd, aktivalé Thr80 aminosav
oldallanc foszforilaltsagi szintjét vizsgaltuk. Itt szignifikans novekedést tapasztaltunk, tehat a PRMT5
aktivitdsa daganatos széveti mintdkban szignifikainsan magasabb volt, mint az egészséges szoveti
mintakban.

Ezt kovetSen azt vizsgaltuk, hogy az enzim aktivitdsanak névekedése milyen hatdssal volt
szubsztratjanak, a hiszton 4 fehérjének médosuldsara. A H4 fehérje expresszidjanak vizsgélatakor
nem tapasztaltunk szignifikans eltérést. A H4 fehérje 3-as arginin oldallancanak vizsgalatakor azonban
azt tapasztaltuk, hogy annak szimmetrikus dimetilaltsagi szintje szignifikinsan emelkedett, tehat a
PRMTS enzim aktivitas ndvekedése megfigyelhet6 volt annak szubsztratjan is.
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Ezt kbvet6en azt vizsgaltuk, hogy a hiszton fehérjék médosuldsa okozott-e génexpresszios szintii
valtozdst a tumoros mintdkban, ezért a retinoblasztéma tumorszuppresszor fehérje relativ
expresszidjat vizsgaltuk. Ekkor pedig azt tapasztaltuk, hogy a fehérje szintje a daganatos mintakban
szignifikinsan alacsonyabb volt a kontroll mintdkhoz képest, tehat a hiszton fehérjék fokozott
szimmetrikus dimetil4cidja a retinoblasztéma tumorszuppresszor géncsendesitéséhez vezethetett.

Ezt kdvetden vizsgaltuk a PRMTS5 szabélyozdsit a miozin foszfataz altal. El6szér a MP szabalyozo
alegységének, a MYPT1-nek az expresszidjat vizsgaltuk, amiben nem tapasztaltunk szignifikans
eltérést a daganatos és egészséges mintdk kozott. A MP aktivitdsét ezutan annak szabalyozé
aminosav oldallancanak, a Thr696-os gatlé foszforildciés helynek analizisével vizsgaltuk. A Thr696
ellen termeltetett specifikus antitestekkel pedig szignifikans foszforilaltségi szint ndvekedést, tehat
szignifikinsan csokkent aktivitist mutattunk ki, amely eredmény megmagyardzza a PRMTS
aktivitdsnovekedését ezekben a mintdkban.

Osszefoglalva tehat a miozin foszfataz csokkent aktivitdsa a PRMTS aktivalé foszforildciés helyének
magasabb foszforildltsagi szintjét eredményezi, a PRMTS aktivitisndvekedése pedig hisztonfehérjék
fokozott szimmetrikus dimetilaltsigat vonja maga utdn. Ez pedig tobbek kdzétt a retinoblasztoma
tumorszuppresszor fehérje expresszidjanak szignifikdns csokkenését eredményezi, ami pedig végsé
soron tumorképzddéshez vezet.

Sikeriilt tehat tiid6daganatban azonositani az &ltalunk feltételezett proto-onkogén jelatviteli
Gtvonalat. Reményeink szerint a PRMTS Thr80-as foszforilaciéja tidSdaganat markerként is
szolgalhat a késébbiekben, ennek a jelatviteli palydnak a tobbi elemével, illetve poszttranszlacios
mdodositasaival egyitt.

Az eredmények és a betegek adatainak vizsgalatanal azt tapasztaltuk, hogy a PRMTS
aktivitasnovekedése korrelalt a beteg stadiumaval, illetve a daganat gradusaval is.

Villaldsaimat teljesitettem, hiszen az 6sztondijas idGszakban Lontay Bedta témavezetdm
feltigyeletével a kutatécsoportja munkajaba bekapcsolédva kutatasi tevékenységet végeztem, illetve
az Hsztondijas id6szak alatt a fogadd felsGoktatdsi intézmény szémdra a tudomanyos kutatdsi
munkam eredményeit hozzaférhetévé tettem. Tovabba az Gsztondijas idGszak alatti két félévben
sulyozott tanulmanyi &tlagom 5.0 volt. Tovabba Tudomdnyos Didkkéri Konferencidra (TDK)
dolgozatot készitettem és egyetemem TDK-konferencidjan bemutattam a 2021/2022. tanévben,
valamint az intézményi UNKP rendezvényen is ismertettem. Tovabba igazolni tudom aktiv hallgatéi

jogviszonyomat.

2. Eredmények bsszesitése

Tudomany-népszer(isit6 cikkek szama

TDK-dolgozatok szama

Hazai konferencia-el6adasok szama (az UNKP konferencian kiviil)
Nemzetkozi konferencia-eladdsok szama

Benyjtott (de még nem elfogadott) tudomanyos kdzlemények szima
Elfogadott (de még nem megjelent) tudoményos kézlemények szédma -
Megjelent tudomianyos kézlemények szdma -

b | GO [ = | 0
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3. A palyazati idészakban megjelent publikaciok felsoroldsa (az elkésziilt el6adas, publikacio,
tanulmany, fénykép, video a szakmai zaré beszamol6 mellekletét képezi — digitalizalt adattarolasra

alkalmas eszkozon (pl. CD, DVD) vagy e-mailen torténd benydijtassal).

Hungarian Molecular Life Science Conference Eger 2021. november 5-7. poszter
Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi I. helyezett
s ehains: s D 2022, februar 23-25. 2
2021/2022. évi Tudomanyos Diakkéri Konferencidja abrecen - v eléadas
Il. Semmelweis Tehetségkonferencia online 2022. februar 19. poszter
XVI. Santha Kalman Tudomanyos e-Kerekasztal online 2022. aprilis 2. elGadas
EMBO Wor!shop: Beversuble pho§phorylat|0n, signal Vc:ui:agmer'u, 2022. méjus 22-26. poszter
integration and drug discovery Gordgorszag

Beszamolé az dsztdndijon fellil biztositott kutatési tdmogatas felhasznéldsarol

4. Pénziigyi beszamolé!

Kiadis megnevezése Tervezett (Ft) | Megvalésitott (Ft)

1.1. anyagkoltség, készletbeszerzés

1.2. szellemi tevékenység koltségei, szakértdi, el6addi dijak

1.3. szallitasi, utazasi koltségek

1.4. egyéb szolgdltatas vasarlasa

1.5. egyéb dologi kiadasok

1. Dologi kiadasok dsszesen (1.1.41.2.41.3.+.1.4.+1.5.)

2. Felhalmozasi kiadasok (immateridlis javak, targyi eszk6z6k beszerzése)

3. Intézményi altaldnos koltség (50 %)

SSZESEN (1.+2.43.)

5. Pénziigyi beszamol6 szoveges indoklasa (nagyobb tételek, beszerzés szilkségességének indoklasa)

A timogatas a kutatds céljaival 6sszhangban teljes 6sszegben felhasznalasra keriilt.

Debrecen, 2022. jdlius 6.

% .
témavezetd alairasa osztdndijas alairdsa

Mellékletek:
- az elkésziilt eléadds, publikdcié, tanulmdny, fénykép, video, stb., valamint az aldirt szakmai
beszamolo szkennelve digitalizdit adattdroldsra alkalmas eszk6zén (pl. CD, DVD)
- témavezetdi szakmai értékelés
- témavezetdi konzultdcios lap
- doktorvdromdnyosok esetében igazolds az értekezés benyujtasarol

1 A tervezett dsszegeket az eredeti, aldirt koltségterv szerint kell megadni. A végosszeg az alapképzés, mester-
{osztatlan) képzés kategoriaban 5 hénapra — 200.000 Ft; 10 hénapra — 400.000 Ft
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