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Kitiintetések, dijak

AZ MBKE TAGJAINAK ELISMERESEI
2021. SZEPTEMBER 15. ES 2021. DECEMBER 15. KOZOTT

Kondorosi Eva (Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont, professor emerita) Balzan-
és Széchenyi-dijas molekularis bioldogus, az MTA rendes tagja, az Eurdpai
Bizottsag tudomanyos fOtanacsaddi testliletének tagja a Prima Primissima
dijat nyerte el Magyar tudomany kategodriaban.

Az MTA EInoksége kiemelkedd tudomanyos életmive elismeréseként Eotvos
Jozsef-koszoraval tintette ki Varadi Andrast (Természettudomanyi Kutato-
kézpont, Enzimoldgiai Intézet, professor emeritus), az MTA doktorat, a modern
DNS-alapu molekularis diagnosztika hazai elterjesztésében jatszott uttérd
szerepéért, az ABC-transzporter-kutatas magyar iskolaja kialakitasaban jatszott
kulcsszerepéért, a human ABC-fehérjék elso ,kataldogusanak” publikaldsaért és
a gén-fehérje betegség problémajanak kutatasara feldllitott komplex kutatasi
program elismeréseként.

Gratulalunk a kitiintetetteknek!
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Székacs Andras

KEMIAI ES GENETIKAI BIZTONSAG:
MUSZERES ES IMMUNANALITIKAI MODSZEREK
FEJLESZTESE ES ALKALMAZASA

Székacs Andras
Agrar-kérnyezettudomanyi Kutatokézpont, Kérnyezettudomanyi
Intézet, Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem

szekacs.andras@uni-mate.hu

Megtiszteltetés szdmomra, hogy a Magyar Erdemrend Tiszti-
keresztje kitlintetésem kapcsan 6sszefoglalhatom a kitlintetés
targyaban végzett sokévtizedes munkam eredményeit. Kulo-
nosen orommel teszem ezt a Biokémia folydirat hasabjain,
melynek 1995 dta szerkeszt6ségi tagja vagyok, 1998 és 2008
kozott a foszerkesztdje voltam. 1984-ben végeztem okleveles
' vegyészmérnokként a Budapesti Mliszaki Egyetemen (BME), s
#e1 ugyanott szereztem PhD és habilitalt oktatdi fokozatot 1991-

Wt ben és 1999-ben. MTA doktora fokozatomat (kémia) 2002-
ben vedtem 2012 6ta a Szent Istvan egyetem cimzetes egyetemi tanara, 2020
ota a BME egyetemi magantanara, s 2021 6ta a Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetem (MATE) egyetemi tanara vagyok. 1984 és 2011 koOz6tt az MTA
Novényvédelmi Kutatdintézetében dolgoztam, 2011 d6ta a Kdzponti Kérnyezet-
és Elelmiszertudomanyi Kutatéintézet (KEKI) féigazgatoja lettem, illetve annak
jogutddjaiban vezetem ezt a kutatomdlhelyt, jelenleg a MATE Koérnyezet-
tudomanyi Intézetének igazgatdhelyettesi beosztasaban. FObb kutatasi terlle-
teim a mez6gazdasagi technoldgiak kémiai, genetikai és bioldgiai kdrnyezet- és
élelmiszerbiztonsagi vonatkozasai, beleértve az élelmiszerlanc szerves mikro-
szennyezdit (n6vényvédd szerek, mikotoxinok, antropogén és technoldgiai
szennyezd anyagok), mdiszeres és bioanalitikai mddszerek a kornyezet- és
élelmiszeranalitikdban a bioaktiv 6sszetevOok mérésére, analitikai mdodszerek az
eredet és az Osszetétel vizsgalatara, mez6gazdasagi termékek és adalék-
anyagok okotoxikoldgiai értékelése. Jelenleg az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi
Hatosag Igazgatotanacsanak, az OECD Egylttm(kodési Kutatasi Program
Tudomanyos Tanacsadé Testiletének vagyok tagja, valamint a Kutatok Eurdpai
Haldzata a Tarsadalmi és Kornyezeti Felel6sségvallalasért (European Network of
Scientists for Social and Environmental Responsibility, ENSSER) tudomanyos
szervezet vezetGségi és alapitd tagja. Lektoralt publikacidim szama 208,
melyeknek kumulalt impakt faktora 289,5; Hirsh-indexem 26.
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Székacs Andras

Bevezetés

A mez6gazdasagi és kémiai technoldgidak nyoman a kornyezetbe juté szerves
mikroszennyezOk folyamatos kornyezetterhelést jelentenek, s e vegylletek
kornyezeti kockazatelemzése csupan a tényleges megjelenési szintek (kitettség)
és a bioldgiai hatasok (veszély) pontos felmérésével végezhet6 el. Emiatt
nyomon szikséges kovetni ezen idegen anyagok szintjeit a kdrnyezeti
matrixokban (kornyezetanalitika) és kifejtett hatdsaikat az egyes élohelyeken
(0kotoxikoldgia). A korszer(i gaz- (GC) és folyadékkromatografidas (HPLC)
analitikai eljarasok révén ezen anyagok rutin mérése mind kisebb analitikai
kimutatasi hatarral (KH) végezhetdé el a minta-el6készitési és a milszeres
modszertan fejlesztéseinek koszonhetéen, azonban kiemelked6 attérések
szlilettek a biokémiai alapld kimutatastechnikak terén is. Ezek egyik
legfontosabbik terililetét képviselik az immunanalitikai eljarasok, amelyekben a
gerincesek immunrendszerébdl kinyerhetd antitesteket alkalmazzuk a cél-
vegylletek nagy specifitasu felismerésére. Jéllehet, szakmai tevékenységlink
jelent0s részét képezi a novényvédbdszer-maradékok mliszeres analitikai
monitorozasa, kilénods tekintettel a neonikotinoid tipusu rovarirtd szerekre, a
nagy forgalmd gyomirtdszer-hatéanyagokra (pl. glyphosate) és készit-
ményeikre, valamint a formazé anyagok vizsgalatara, hasonloképpen intenziv és
szakmai értelemben szertedgazdébb munkat végeztiink az immunanalitikai
modszerek fejlesztése és alkalmazasa terén.

Az egyik legaltaldnosabban alkalmazott immunanalitikai mddszer képviselGi az
enzimjelzéses immunoassay (ELISA) rendszerek, melyekben a célvegyllet
(antigén) és a specifikus antitest reakciéjat a leggyakrabban szilard hatar-
fellleten hozzuk létre, s a kialakulé immunkomplexet olyan jelz6enzimmel latjuk
el, amely valamilyen szubsztratum vagy enzimtermék kolorimetrids mérését teszi
lehetové. Hasonld elven nemcsak ELISA rendszerek, de immunszenzorok is
kialakithatoak, melyek révén a KH tobb nagysagrenddel is javithatd. Az
immunanalitikai fejlesztd munka kllonésen izgalmas mozzanata az, hogy a
modszerfejlesztés soran arrdl is kbzvetett ismereteket nyeriink, mely molekularis
tulajdonsagok milyen hatassal vannak egy molekula immunogén voltara, vagyis
melyek azok a molekularis ismérvek, melyeket az immun-rendszer ,felismer".
Igy az immunanalitikai fejlesztés kdzponti kérdése hasonlé a bioldgiailag aktiv
hatdanyagok fejlesztéséhez: az immunvalasz kivaltasa céljabdl a biokémiai
folyamatokba beavatkozé agenseket nem enzimekhez vagy receptorokhoz,
hanem antitestekhez valé koétédés szempontjabol sziikséges tervezni. Mas
szavakkal, a biologiailag aktiv vegylletek fejlesztésének mddszertana
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Székacs Andras

alkalmazhaté az analitikai kémia és biokémia szolgalataban.

Ez az Osszefoglald az 1990 ota elért eredményeink Osszegzd attekintése,
els6sorban az immunanalitika terén. A kutatdsi munkalatok leirdsaban
torekedtem arra, hogy érzékeltessem, melyek voltak azok a lépések, eljarasok,
melyeket magam végeztem el (ezeket egyes szam els6 személyben emlitettem),
melyek azok, melyeket kozosen végeztiink (ezeket tobbes szam elsd
személyben emlitettem), és melyek azok, melyeket a kutatasokban fel-
hasznaltam, de amelyeknek kivitelezésében magam nem vettem részt (ezeket
tobbes szam harmadik személyben emlitem).

Immunanalitikai modszerek fejlesztése és alkalmazasa kismolekulak
kimutatasara

A gerinces immunrendszer sajatossaga, hogy csak bizonyos méret (~10 kDa
molekulatomeg) folotti idegen anyagokra (immunogénekre) reagal, azonban
ezek a makromolekuldk az immunprezentacié soran kis, 3-5 aminosavnyi
nagysagu fragmentumokra hasitddnak, s antitestek ezen fragmentumok ellen
képzddnek. Kémiai és biokémiai értelemben tehat kiléndsen igényes feladat
olyan molekuldk ellen antitesteket nyerni, amelyek 6nmagukban tal kis
méretliek ahhoz, hogy immunogének legyenek. E vegyilletek ellen csak ugy
nyerhetiink antitesteket, ha e molekuldkat hordozé makromolekulakhoz
kapcsoljuk, s az allatokat ezen konjugatumokkal immunizaljuk. A konjugalasi
reakcidhoz reaktiv funkcids csoportot kell Iétrehozni az alapmolekulan, lehetdleg
annak fébb kémiai szerkezeti csoportjaitdl bizonyos tavolsagot biztositd , hidon"
keresztll. A célmolekuldk tébbsége konjugalasra kozvetlentl alkalmas funkcids
csoportot nem tartalmaz, illetve ha mégis, akkor e funkciés csoport
.feldldozasa” a konjugalas érdekében tul jelentés molekularis valtozast jelent az
immunogénben. A célvegyllet (analdt) konjugalashoz funkcidés csoporttal
ellatott szarmazékait un. hapténeknek nevezzik.

Az immunanalitikai modszerfejlesztéseink soran kilonféle kis molekulaju
célvegyllet — névényvédo szerek, toxinok, valamint mas endogén vegylletek
(n6vényi hormonok) és koérnyezetszennyezd anyagok - kimutatasara fej-
lesztettem ki ELISA és immunszenzorikai technikat. A hapténvegylletek
fehérjekonjugatumai ellen nyert antiszérumok felhasznalasaval kifejlesztett
ELISA rendszerek tobbségénél az un. immobilizalt antigén alapu, indirekt ELISA
eljarast alkalmaztam, mely verseng6é (kompetitiv) elvli: a szildrd fazison
rogzitett hapténmolekuldk és a célvegyliletnek a mintaban bevitt molekulai
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versengenek az oldatban [év0 antitest kotbhelyeiért. Minél nagyobb
koncentraciéban van jelen a mintaban a célvegyltlet, anndl kevésbé képes az
antitest a szilard fazison megkoétédni, mely megkotédés mértékét kapcsolt
enzimatikus szinreakcid révén kovetjik. Egyes esetekben un. immobilizalt
antitest alapu, direkt ELISA eljarassal is dolgoztam, amely hasonld elven
m(ikodik, dm itt az antitestet régzitjlik a szilard fazison.

Az ELISA fejlesztés els6 |épéseként a célvegyllet funkcidés csoporttal
szarmazékképzett valtozatdnak, az un. hapténvegyiletnek kialakitasa - egy
enzim vagy receptor gatléanyaganak megtervezéséhez hasonldéan - érdekes és
igényes feladat. Ilyen hapténmolekuldkat szamos célvegyllet kimutatasara
szolgalé de novo ELISA rendszer kidolgozasakor alkalmam volt tervezni,
el6allitani, fehérjékhez konjugalni és az immunanalitikai rendszerben vizsgalni
[1-4]. Emellett az antigén-antitest reakciét kllonféle szenzorfellleten
kivitelezve immunszenzorokat [5, 6] és mas bioszenzorokat [7] alakitottunk ki,
melyek kozll a legérzékenyebbnek az optikai hulldmvezetd fénymaddus-
spektroszkopiai (OWLS) szenzorok mutatkoztak [8-10], de dolgoztunk fellleti
plazmonrezonancias és ellipszometrids [11] technikdkkal is. A mddszer-
fejlesztéseken kivil kereskedelmi ELISA rendszereket is felhasznaltunk, s az
immunanalitikai eljarasokat kiegészit6 eljarasként alkalmaztuk példaul felszini-
viz- és talajszennyezd novényvédOszer-maradékok kimutatdsara iranyuld tobb
évtizedes mdlszeres analitikai monitorozasi [12-22] és a vonatkozé
kockazatértékelési [23-25] munkankban. A vizsgdlatok kismolekulds cél-
vegylleteit és a kidolgozott immunanalitikai rendszerek kimutatasi paraméterét
az 1. tablazatban soroltam fel.

Immunanalitikai eljarasok névényvéddlszer-hatéanyagok kimutatasara

A gyomirté hatdéanyagként elterjedten alkalmazott amitrole (3-amino-1,2,4-
triazol) mutagenitdsa és bemosoddasi veszélye miatt toxikoldgiai és kornyezet-
védelmi szempontbdl problematikus, mara betiltott herbicid. Hagyomanyos
kimutatasi mddszerei kémiai szarmazékképzésen alapulnak, emiatt célszerlinek
latszott, hogy ELISA rendszert dolgozzunk ki a vegyllet detektdlasara. Ehhez
hapténvegylletként el6allitottam az alapvegyllet 3-hidroxi-propil-szarmazékat.
A molekula szabad aminocsoportjat 2-nitro-fenil-szulfenil- és 2,4-dinitro-fenil-
szulfenil-csoporttal védtem, az igy kémiai Uton védett haptént megfelel6
borostydnkésav-félészterén keresztlil hordozéfehérjékhez kotottem, majd a
védOcsoportot a fehérjekonjugatumrdl eltavolitottam. A védbcsoport felvitelét és
eltdvolitasat UV spektroszkdpidas uton kovettem, mely egyben a haptén-
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konjugalas hatékonysagat is mutatta, vagyis a kromofér védbécsoportot egyben
az epitdpslirlség kimutatasara is felhasznaltam. A kapott konjugatumot szérum
kinyerése érdekében nyulban és egérben immunogénként alkalmaztuk [26].
Tovabbi merkapto- és karboxilcsoportot tartalmazd triazolszarmazék haptént
hasonldképpen — am mas kémiai Uton — hordozéfehérjékhez koététtem [26, 27].
A kapott szérumok kétédoképességét hapténhomoldg és -heteroldg rendszerek-
ben vizsgaltuk. A 3-hidroxi-propil-hapténszarmazék elénye az volt, hogy itt az
alapmolekula sajatsagai maximalisan megdrzédtek. Mindazonaltal, a cél-
vegyllet kis molekulatdmege, ikerionos szerkezete és kémiai védelemre szoruld
reaktiv funkcids csoportjai a vegyllet alacsony természetes immunogenitasat
eredményezték, emiatt a vegyllet immunprezentaldsa gyengének mutatkozott:
a specifikus poliklonalis antitestek versengdé gatldsa az indirekt ELISA
rendszerben az amitrole és hasonlé vegylletek altal a 0,1-100 uM koncentra-
cidtartomanyba estek, a gatlasi kdzépértékek (IC.,) 10 uM koril ingadoztak [1,
26]. A vizsgalatok ramutattak a kis molekularis méretli hapténmolekulak
immunogenitasbeli korlataira.

A glyphosate a napjainkban, nemzetkdzi szinten legnagyobb mennyiségben
hasznalt gyomirtd hatdéanyag, s a hatalmas kibocsajtas miatt a vegyilet altal
kifejtett kornyezetterhelés is igen nagy. Minthogy a molekula kimutatasa
hagyomanyos mddszerekkel munkaigényes minta-elOkészitést igényel, ELISA
kifejlesztését kiséreltik meg. Hapténként az alapvegylilet metabolitja, az
amino-metil-foszfonsav (AMPA) karboxialkilezésével el6allithatd N,N-bisz-
(karboxi-metil)-szarmazékat alkalmaztuk. A kapott immunogén ellen nyert
antitestek a glyphosate hatdéanyagot kis érzékenységgel mutattdk ki indirekt
ELISA rendszerben, am az érzékenység a pH csokkentésével egy
nagysagrenddel javithaté volt. A glyphosate kotodését az antitesthez
izotdpjelzett hatdanyag kotddésvizsgalati kisérleteiben igazoltuk [1].

Eredményeinket kOzvetetten az is alatdmasztotta, hogy azéta sem jelent meg a
kereskedelmi forgalomban a glyphosate hatdéanyagra szelektiv immunanalitikai
kimutatasi eljaras, valamennyi eddig kodzolt moddszer elGzetes szarmazék-
képzésen alapul. Ilyen eljardsokat magunk is alkalmaztunk a gyartéval
egylttmikodve [28], illetve célzott bioldgiai vizsgalatokban [29-34]. A
hatdanyagrdl két értékeld attekintést is kozoltink [35, 36], amelyek -
kiléndsen az utobbi - kiemelkedden nagy érdekldédést kaptak.

A valaha nagy hazai forgalmazdsu dinitro-anilin-szarmazék gyomirté szerek
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legfontosabbika a trifluralin volt, melyet az EU 2008-ban tiltott be a vizi
életkozosségekre gyakorolt toxicitdsa miatt. Igy indokoltnak latszott, hogy a
vegyllet kimutatasara ELISA rendszert fejlesszlink ki. A hapténvegylleteket az
alapmolekula N-alkil-csoportjain torténé modositasokkal alakitottuk ki: az
immunogénben a trifluralin N-propil-N-(5-karboxi-pentil)-szarmazékat alkal-
maztuk, a fellleti antigénekben hasznalt hapténekben pedig mind a
karboxialkilcsoport, mint pedig a masik N-alkilcsoport hosszat valtoztattuk. A
hapténeket hordozéfehérjékhez rogzitettilk, a konjugalds hatasfokat UV-
spektroszkopids és matrixvezérelt |ézerdeszorpcids/ionizacios repllési ido
tomegspektometrids (MALDI ToF MS) moddszerrel hataroztuk meg [37].
Nyulakbdl nyert szérumok segitségével versengd gatlasi ELISA rendszert
dolgoztunk ki, mely részletes optimalas utan a célvegyllet trifluralint 0,1-100
ng/ml kézétt detektalta, az IC,, érték 2,56-3,55 ng/ml kozottinek adddott. A
kimutatast, szilard fazisu mikroextrakcidés (SPME) minta-el6készitést alkalmazva,
gazkromatografias-tomegspektrometrias (GC-MS) moddszerrel igazoltuk. Az
antitestet OWLS szenzorformatomban alkalmazva hat nagysagrendnyi javulast
sikerilt elérni a KH értékében [5, 38, 39]. A kimutatas hibaforrasainak korrekcios
lehet6ségeit felmértiik [5], valamint a hapténkonjugatum megkotodését a
szenzorchipen atomierd-mikroszkopias technikaval is igazoltuk [39].

A propanil gyomirtdészer-hatéanyag toxikoldgiai tulajdonsagai miatt szintén
bekerilt a kérnyezetanalitika vizsgalati korébe, s engedélyét az EU 2008-ban
visszavonta. Mivel gazkromatografias kimutatdsa rendszerint kémiai szarmazék-
képzéssel torténik, célszerlinek latszott, hogy erre a célvegyiletre is immun-
analitikai rendszert dolgozzunk ki. A fejlesztési munkat egy orosz kutatoé-
csoporttal kozosen végeztik, akik vellink parhuzamosan polarizaciés fluoro-
immunoassay (PFIA) rendszert fejlesztettek ki. Kulonféle dikldr-anilin-
izomerekbdl ezek borostyankdsav- illetve malenisav-félaninildjeit allitottuk elg,
igy olyan hapténeket nyerve, melyekben a propanil propionsavcsoportjat
maodositottuk, és ott a konjugalasra alkalmas karboxilcsoportot épitettlink be. A
haptének fehérjekonjugatumai ellen nyert antitestekkel harom, egymashoz igen
hasonl6 IC, értéket (2,2-6,1 ng/ml) mutatd ELISA rendszert optimalizaltunk. Az
eredmények ravilagitottak, hogy a két kldorszubsztituens elhelyezkedése az
aromas gyur(in, illetve telitetlen kotés elhelyezése a kapcsoldlancban jelentdsen
javitja a kapott ELISA modszer érzékenységét. A két legérzékenyebb ELISA
rendszert novényi (rizs) mintak propaniltartalmanak mérésére is alkalmaztuk,
és GC-MS moddszerrel igazoltuk [40].
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Az acetochlor a kldracetamid-tipust gyomirtok fontos képviselGje volt vilagszerte
és a hazai gyomirtoszer-felhasznalasban egyarant, am human- és vizi toxicitasa
és vizszennyezd jellege miatt az EU 2011-ben bevonta. Kilénds hangsuly
terelddott a hatéanyagra annak talajbeli elszivargasai, vizszennyezd jellege, illetve
onkogén és lehetséges endokrin zavaré hatdsai kovetkeztében. Emiatt a
hatéanyag maradékanak gyors detektdldsdra immunanalitikai rendszert
dolgoztunk ki, itt is az orosz kutatocsoporttal kozosen, akik az acetoklér
kimutatdsara vellink parhuzamosan PFIA rendszert fejlesztettek ki. Munkankban
olyan hapténmolekuldk és konjugatumok szintézisére térekedtliink, amelyekben
a klor-acetil-csoport jelen marad: az anilid nitrogénatomon kilénb6z6
lanchosszlUsagu -karboxi-alkil-csoportot tartalmazé hapténeket allitottunk eld
(az e célra elGallitott, megfelel6 -(alkil-amino)-karbonsavészterb6l és a
megfelel6 dialkil-klér-benzolbdl kiindulva), a hapténeket hordozéfehérjéhez
kotottlik, és haptén-heteroldg, immobilizalt antigén-alapu ELISA rendszerben
alkalmaztuk. Harom, érzékenységiikben egymashoz kézel allé (IC., = 2,15-4,05
ng/ml) ELISA rendszert is sikerlt kialakitanunk. Az optimalizalt ELISA modszert
acetochlorra specifikusnak taldltuk, a spefitasért felelos tényezok: a klor-acetil-
csoport, az aromas gylr( alkilezettsége és az N-alkoxi-alkil-csoport szerkezete.
Az ELISA kimutatas validalasara a hatdéanyagot vizes mintakbdl ELISA és GC-MS
madszerrel parhuzamosan is kimutattuk (0,5-50 ng/ml), utébbi esetben minta-
el6készitésként SPME mddszert alkalmazva [41].

Az egyesllt allamokbeli Millipore-ImmunoSystems céggel egylttmikddésben
hazai mintakon teszteltiik az altaluk triazin herbicidek (els6sorban az atrazine)
kimutatdsara szolgalé direkt ELISA rendszert. Az atrazine viz- és talajbeli
lebomlasdinamikajardl kimutattuk, hogy 20 °C-on 1 ug/ml szintrél 20-50%
tartds szermaradékszintet eredményez, illetve kijuttatast kovetéen - az
alkalmazasi doézistdl fliiggéen - ijesztéen magas (48-75%) hatdanyagszintek
maradnak meg a talajban, vagyis az atrazine mind vizben, mind talajban
perzisztens hatdanyag [42]. Mindezt visszaigazolta, hogy az EU - ugyanilyen
indokkal - a hatdanyag engedélyét 2004-ben visszavonta.

A triazolgylrid korabban tapasztalt csekély immunogenitdsa tovabbi
triazolszarmazékok vizsgalataira sarkallt. Kdvetkezd célvegylletként ezért is
esett valasztasom a triazol fungicidek k6zo6tt a myclobutanil hatéanyagra, mely
hatékony szisztémikus gombadlé hatdanyag, s amelyet igazolt hormonalis
zavarod hatasai miatt az EU 2008-ban tiltdlistara tett, majd 2011-ben az idei évig
Ujraengedélyzett. A myclobutanil esetében a hapténszintézisre az alapmolekula
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nitrilcsoportjanak hidrolizise teremtett lehetdséget. Az igy kapott karbonsav-
szarmazékot hordozofehérjékhez kotéttem, s a fehérjekonjugatumok ellen
nyulakban nyert antitestek segitségével haptén-homoldg, indirekt ELISA rendszert
dolgoztam ki [2, 43], mely a célvegyiletet 0,3-70 ug/ml koncentracié-tartomany-
ban mutatja ki (IC,,=4,9+0,5 pg/ml) [4, 43], és vizmintakon, talaj- és
gyumolcsextraktumokon alkalmaztam. Keresztreakcids vizsgalatok szerint a
triazolgy(iri 6nmagaban nem elégséges molekularis Osszetevé az antitestek
kotodéséhez. Nemzetkdzi egyittmikodés keretében 6sszehasonlitottam a
myclobutanil immundetekctiés mddszerét egy olasz kutatdcsoport altal a szintén
triazol fungicid, tetraconazole kimutatasara kifejlesztett ELISA rendszerrel [44].

A fenoxycarb Un. harmadikgeneracids rovar-novekedésszabalyozd, hatasaban
rendkivil specifikus, juvenilhormon-analdg. Emiatt korszer( és az integralt
novényvédelmi technoldgidkba is felvett hatdanyag volt. Kedvez6 rovar-
szelektivitasi tulajdonsagai mellett sajnos toxikusnak bizonyult egyes hasznos
rovarokra, valamint vizi izeltldblakra és halakra is. Emiatt, valamint lassu
lebomlasa, tehat potencidlis kornyezeti perzisztencidja miatt egyes
alkalmazdasaival kapcsolatban Okotoxikoldgiai aggalyok meriltek fel, illetve
engedélyét az EU az idei évvel nem hosszabbitotta meg. Ez okbdl, valamint
korabban emlitett rovarbiokémiai kutatdsaink iranyultsaga miatt kivanatosnak
latszott olyan ELISA moddszert kifejleszteni, amellyel a fenoxycarb hatdanyagot
kérnyezeti, bioldgiai mintakban és terményekben ki tudjuk mutatni. A
lehetséges hapténmolekulak szintézisének elsd iranyaként a karbamat funkcié
O-etil-csoportjanak O-w-karboxi-alkil-csoportra torténé modositasat valasztot-
tam. ElGallitottam és hordozéfehérjékhez kotottem az alapmolekula karbamat-
csoportjanak oxigénatomjan 5-karboxi-pentil-csoportot tartalmazé haptént,
majd az ez ellen nyert szérumok és tovabbi nagyszamu hapténmolekula [45-47]
felhasznaldsaval kialakitott indirekt ELISA rendszerben a célvegyllet alsé
detekcids koncentraciohatara 0,5-4 ng/ml [3, 4, 47], a legjobb IC., érték 17
ng/ml volt [47], a kimutatast nemcsak novényi matrixokban [45, 46], de
rovarbioldgiai vizsgalatokban is sikeresen alkalmaztuk [48, 49].

Immunanalitikai eljarasok mikotoxinok kimutatasara

A hatvanas évek Ota tartd intenziv mez6gazdasagi novényvédodszer-
felhasznaldsra, mint kornyezeti stresszfaktorra, szamos kartevé - igy bizonyos
gombafajok is - ellendllésdg, rezisztencia kialakulasaval valaszolt. A
gombakartevok korében er6s6d6 rezisztencia, valamint az utébbi években a
novényvédo szeres alkalmazasok gazdasagi és kornyezeti okokbdl vald
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visszaszoruldsa miatt a gombak altal termelt, toxikus hatasu masodlagos
vegylletek, az uUn. mikotoxinok mind jelentésebb problémat képviselnek.
Hazankban e tekintetben talan legproblematikusabbak a Fusarium gombafajok,
sulyos gondokat okozva els6sorban a gabona- és kukoricatermesztés terén. A
Fusarium mikotoxinok egyik f0 tipusa, a zearalenon (F2) toxin kimutatdsara
dolgoztam ki eljarast. Irodalmi elézmények alapjan a zearalenon 2-aminooxi-
ecetsavval tortén6 oximalasaval megfeleld hapténmolekulat allitottam el6,
konjugaltam hordozofehérjékhez, s a nyulakbdl ezek ellen nyert szérumokbdl az
antitesteket kicsapasos méddszerrel tisztitottam. A tisztitott immunoglobulin (Ig)
frakcid (mely IgG és IgM immunoglobulinok keveréke volt) segitségével
hapténhomoldg, indirekt ELISA rendszert dolgoztam ki és optimalizaltam a
zearalenon kimutatdsara [50]. A célvegyilet detekcidés koncentraciétartomanya
1-70 ng/ml koézé esett, 10 ng/ml kordli IC,, értékkel [4, 50]. Az ELISA
rendszerben egyéb mikotoxinokkal mutatott keresztreaktivitast vizsgalva
megallapitottam, hogy a mddszer zearalenonszarmazék rezorcilaktonokra (a- és
B-zearalenol, zearalanon, a- és pB-zearalanol) mérsékelten, a trichotecén
deoxinivalenol (vomitoxin, DON) toxinra pedig nem keresztreaktiv. Az
optimalizalt ELISA rendszerr6l kimutattam, hogy alkalmas gomba szoOvet-
tenyészetben a zearalenon szintjének mérésére. A fenti immunogén ellen
nemzetk6zi egyuttmikoédésben csirkékben is végeztiink immunizalasi kisér-
leteket, s a tojasfehérjébdl kinyert (IgY) antitesteket indirekt ELISA eljarasban
alkalmaztuk. A moédszer detekcidos koncentraciétartomanya 10-200 ng/ml kdzé
esett, 45 ng/ml korili IC,, étékkel. Ugyanakkor az IgY antitestek rendkivil nagy
higitdsban (1:76.000) is alkalmazhatéak voltak [51]. A mikotoxin
immunanalitikai meghatarozasara az antitesteket multiplex ELISA rendszerben
[52], valamint ellipszometria [53-57] és OWLS [58, 59] szenzortechnikaval is
alkalmaztuk. A most zarult ,Aquafluosense” projektben [60] kifejlesztett
modularis |ézerfluoreszcencids mdszer-prototipusban pedig fluoreszcens
szubsztratum alkalmazasa immunfluoreszcencidas modul [61] kialakitasat tette
lehet6vé. Szintén Fusarium mikotoxin a deoxinivalenol melyet multiplex ELISA
rendszerben [50] és OWLS szenzorikaval [59, 62] is mértliink, utdobbiban a 0,01-
50 ng/ml koncentracidtartomanyban. igy a versengd tipusi OWLS szenzor jol
alkalmazhaténak bizonyult gabonamintdk DON-tartalmanak érzékeny meghata-
rozasara.

Hasonldan fontos, dontéen Aspergillus gombafajok altal termelt mikotoxinok az
aflatoxinok, melyek eml6sdkdn karcinogén hatasuak, s emiatt érzékeny detek-
talasuk toxikoldgiai szempontbdl is jelentds feladat. A klimavaltozas miatti
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patogénmigracidé nyoman a szennyez6tipus sajnos terjedében van hazankban is.
Versengd OWLS szenzorformatumban az aflatoxin B1 a deoxinivalenolhoz
hasonldan jol alkalmazhaténak bizonyult [63], az analitikai jel a 0,01-0,1 ng/ml
koncentraciétartomanyban monoton koncentraciéfliggést mutatott. A mddszer
flszerpaprika-mintaban - az er0s matrixhatas miatt - csak az 1-100 ng/ml
koncentraciétartomanyban volt alkalmazhatd, ott viszont az OWLS immun-
szenzoros méréseket ELISA és HPLC mddszerrel is validaltuk [63]. Ellipszo-
metrids technikdban antitest helyett aptamereket is alkalmaztunk a molekularis
felismerésre [64, 65], s a modszerrel az aflatoxin Bl és az aflatoxin M1 is
meghatarozhatd volt a 0,01-10 ng/ml koncentraciétartomanyban. Az aflatoxin
B1 és a sterigmatocisztin mikotoxinok mikrobidlis lebontdsanak nyomon
kovetésére miszeres (HPLC) mddszert dolgoztunk ki [66, 67]. Az aptameralapu
ellipszometridas moddszer az aflatoxinra kifejlesztett eljarashoz hasonléan az
ochratoxin A (OTA) kimutatasara is kialakithaté volt, s az OTA célvegyiletet 0,1
ng/ml folétti koncentraciokban detektalta, 8 ng/ml IC,, értékkel [68].

Immunanalitikai eljarasok egyéb kismolekulak kimutatasara

Az ipari gazokban és hulladékokban, valamint a kulénféle kipufogogazokban
fokozdodd kornyezeti veszélyforrast jelentenek a policiklusos aromas
szénhidrogének (PAH-ok). Egy németorszagi meghivas soran alkalmam nyilt
arra, hogy részt vegyek egy egyszer(i PAH vegyilet, a pirén kimutatasara
szolgdlé ELISA rendszer fejlesztésében. A munkaban Gjtipust haptének
el6allitasaban és értékelésében kozrem(ikédtem. Pirénkarboxaldehid 2-
aminooxi-ecetsavval térténd oximalasaval hapténmolekulat allitottam eld, és
konjugaltam kilénb6z6 hordozéfehérjékhez, majd UV spektroszkdpias uton
igazoltam a haptén beéplilését. E konjugatumot érzékenyitd antigénként
alkalmazva és a 4-(1-pirenil)-vajsav haptén fehérjekonjugatuma ellen a német
egylttm({kod6é altal nyert szérumot haszndlva érzékeny immundetekcids
modszert nyertem pirén kimutatasara (IC, =2,2+0,6 ng/ml). A mddszer
érzékenységében hasonlé a német kutatdcsoport altal korabban leirt - szintén
haptén-heteroldg - rendszerhez, am maddszerparamétereiben (érzékenyités,
szérumhigitds) lényegesen kedvezdbb, illetve a korabbiénal kisebb mértéki
keresztreaktivitdst mutat az Amerikai Egyesilt Allamok Koérnyezetvédelmi
Hivatala (US EPA) altal javasolt 16 standard PAH vegyllettel és mas
szarmazékokkal szemben [69].

A ndvényeket érd kornyezeti stressz egyik — kozvetett — indikatora a névények
citokinin hormontartalma. Egyes biogén és abiogén stressztényez6k hatdsara e
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névényi juvenilhormonok, melyeknek legfébb képvisel6i a zeatin-ribozid (ZR) és
az izopentenil-adenozin (IPA), szintje megemelkedik, igy a hormonszint jelezheti
- egyebek kozott - a novény fizioldgias (fiatal, illetve Oregedési) allapotat,
patogénekkel szembeni ellenalloképességét, valamint klimatikus és kodrnyezeti
kortlményekhez mutatott alkalmazkoddképességét. A citokinin hormonszint
m(iszeres mérése rendkivil korlilményes feladat, amely a minta szlikséges
elGtisztitasa miatt id6- és koltségigényes. A lehetséges minta-elOkészitést tovabb
korlatozza, hogy e hormonok hdéérzékeny, kdnnyen bomlé vegylletek. Emiatt
célszerlinek latszott, hogy ELISA rendszert dolgozzunk ki e hormoncsalad
kimutatasara. A citokinin hormonokat - irodalmi moddszerek alapjan - kétféle
kémiai Uton hordozéfehérjékhez kapcsoltam. Az egyik Uton a ZR és az IPA
kapcsolasa soran a ribozidgylr(i kémiai (natrium-perjodatos) hasitasaval a
molekulakon aldehidcsoportokat hoztam Iétre, mely funkcids csoportokat
kondenzacid és redukcid utjan in situ kotottem a fehérje aminocsoportjaihoz. A
masik Uton a ZR vegylletet izopentenil oldallancan elhelyezkedd hidroxil-
csoportjan keresztll kotdéttem a hordozéfehérjéhez. A hapténbeépiilést a
konjugatumok izoelektromos fékuszalasaval kovettliik, és nagyobb beépilési
aranyt észleltlink a ribozidcsoport oxidativ hasitasaval tértén6 kapcsolas soran
[70]. A fenti citokinin-fehérjekonjugatumokat immunogénként és érzékenyitd
antigénként alkalmazva haptén-homoldg és -heteroldg felépitésli, immobilizalt
antigén-alapu kompetitiv ELISA rendszert dolgoztunk ki, melyet a legfdobb
paraméterekre (az érzékenyitd antigén koncentracidja, szérumbhigitas, pH,
szerves oldodszertartalom, inkubalasi id6k) optimalizaltuk. A haptén-homoldég ZR
ELISA rendszer és IPA ELISA rendszerek IC,, értéke rendre 19 ng/ml és 18 ng/
ml, a KH értékek rendre 0,4 és 0,7 ng/ml voltak. Az ELISA rendszereket névényi
mintakon alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy a ndévények peroxidaz
enzimtartalma jelent6s zavaré hatast gyakorol a moddszerre, emiatt az
immunanalitikai jelzOenzimet peroxidazrol alkalikus foszfatazra cseréltiik. A
metanolos névényi extraktummintakat az ELISA kimutatashoz pufferrel higitani
kellett, ami miatt az IPA hormon - melynek fizioldgias szintje alacsonyabb -
szintjét nativ névényekben nem minden esetben tudtuk meghatarozni, a ZR
szintje azonban minden esetben mérhetének bizonyult. Mindkét hormontipus
esetén kimutathatd hormonszint-emelkedést detektaltunk a nativ névények,
valamint ezek géntechnoldgiai uUton mddositott (GM), citokiningéneket
magasabban expresszald valtozatai kdzott.

Rovarbiokémiai kutatasi programunkhoz kapcsoldddéan vizsgaltuk egyes
rovarokban a juvenilhormonokkal koncertikusan haté un. vedlési hormonok, az
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ekdizonok szintjét. Kereskedelmi ELISA reagensekkel ekdiszteroidmeghata-
rozast végeztink levéltetvekben. A 20-hidroxi-ekdizont a rovarszervezetekbdl
készllt teljes test homogenizatumokban 0,1-4 pg/ml koncentracié-
tartomanyban tudtuk meghatarozni. A mért ekdiszteroidkoncentracidok szoros
Osszefliggést mutattak a levélatkak kilonb6zd alakjainak fekunditasaval [71].
Emellett annak vizsgdlatara, miként jelenhet meg a progeszteron a
rovarszervezetben, és milyen idobeli és szervek kozotti eloszlasdinamikat mutat,
progeszteronspecifikus ELISA rendszert alkalmaztuk a hormon két rovarfajban
torténd szisztematikus mennyiségi analiziséhez. Az amerikai csoétanyban
(Periplaneta americana) mindkét nem(i egyedekben igen magas (130-150 ng/qg)
progeszteronszintet (vagy legaldbbis a specifikus progeszteron antitestekkel
reagald vegylletek szintjét) mértiink a vedlést kozvetlenll kévetd id6szakban,
amely szint tul nagy ahhoz, hogy taplalkozas utjan felvett lehessen (bar a
hormon tllnyomd részét az emésztdorendszer tartalmazta). Az egyes
hormontipusok kozoétti  kilonbségtétel érdekében a csétanyban kilén
meghataroztuk a progeszteron mellett a tesztoszteron, az 6sztradiol és a rovar-
ekdiszteroidok szintjét, és csupan az ekdiszteroidokbdl és progeszteronbdl
talaltunk jelentGs szinteket [72].

A biogén aminok szintjeinek vizsgalata jelent6s élelmiszerbiztonsagi feladat.
OWLS immunszenzort alakitottunk ki a hisztamintartalom szelektiv és érzékeny
meghatarozasara erjesztett z6ldséglevekben. A kereskedelmi fogalmu antitestek-
kel kialakitott direkt szenzorfelépitésben (immobilizalt antitest) a hisztamin-
tartalommal ndvekv6é szenzorjelet kaptunk a 0,1-10 pg/ml koncentracio-
tartomanyban. Hatalmas javulast sikertlt elérnink a kimutatas csokkentésében,
amennyiben indirekt OWLS szenzorkiépitést (immobilizalt antigén) alkalmaztunk.
Ehhez a célmolekula konjugatumat aminocsoportokkal médositott szenzorfelliletre
kotottik, majd antitestekkel a mintdk hisztamintartalmaval forditottan aranyos
jelet kaptunk a 0,001-0,1 pg/ml koncentraciétartomanyban. Az antitest
meglehet6sen szelektivnek bizonyult a hisztaminra, hiszen a célvegyllet mellett
csupan a putreszcin, a cadaverin és az agmatin adott enyhe szenzorvalaszokat. A
modszer zoldséglémintakon mar 1:1000 higitdas mellett hatékonynak bizonyult,
amit HPLC moddszerrel validaltunk [73]. A pusztan imidazolt tartalmazd haptén
kivalé alkalmazhatésaga meglepdnek mondhatd a triazolgy(iri korabban igazolt
immunogenitasanak (Id. fent) ismeretében.

A malariaellenes természetes vegyllet, a szeszkviterpén-lakton-endoperoxid
artemizinin, mint gydgyszerhatéanyag iranti érdekl6dés az ezredfordulon a
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szintetikus kémiai és molekularis biologiai elOrelépések, valamint a lehetséges
rakellenes alkalmazasok nyoman megélénkilt. Kinai kutatdcsoporttal egyditt-
m(ikodésben OWLS szenzort alakitottunk az artemizinin és rokon szarmazékai
kimutatdsara az egynyari Grombdl (Artemisia annua) [74]. A korabbi
tapasztalatokkal 0Osszhangban a versengd, kozvetett OWLS szenzor itt is
kedvezdbb kimutatdst biztositott a megfelelé direkt OWLS szenzornal, am a KH
javulasa itt ,csak” két nagysagrendnyi volt. Az optimalizalt rendszerben a
koncentracié tartomany 0,001-10 ng/ml, az IC,, értékek az artemizinin,
arteszunat és artemeter hatéanyagokra rendre 0,008, 0,05 és 1,4 ng/ml voltak. A
méréseket HPLC modszerrel is megerésitettik, s a kifejlesztett OWLS
modszerrel kilonbdz6 eredetli gydgyndvényeket és gyogyhatasu kiegészitd
termékeket elemeztiink.

Immunanalitikai modszerek fejlesztése és alkalmazasa makromoleku-
lak kimutatasara

Az immunanalitikai eljarasok makromolekuldak kimutatasara még kozvetlenebb
modon fejleszthet6k, hiszen makromolekuldk esetében a célmolekula kémiai
vagy biokémiai atalakitas nélkil maga is mutathat immunogenitasi tulajdon-
sagokat. A vizsgalatok makromolekulds célvegyilleteit és a kidolgozott
immunanalitikai rendszerek kimutatasi paraméterét a 2. tablazatban soroltam
fel.

A rovar-egyedfejlodés szabalyozasaban bet6ltott kulcsszerepe miatt a juvenil-
hormon-észteraz (JHE) enzim szintjét, mint indikator paramétert mérni kivantuk
a rovar nyiroknedvben. Az enzimaktivitds mérésére mind a radiometrikus
particids maddszer, mind pedig az altalunk korabban kidolgozott, S-alkil-
tioészter-alapu kolorimetrids modszer [75, 76] rendelkezésre all. Emellett az is
szlikséges volt, hogy az enzimfehérje szintjeit is detektaljuk. E célra nyulakban
termelt JHE-specifikus antitesteket alkalmazhatunk szendvics ELISA vagy
Western blot gélelektroforetikus mddszerekben, am ezen eljarasok hatranya,
hogy az enzimfehérje teljes mennyiségét detektaljak, fliggetlenil attol, hogy az
katalitikusan aktiv vagy inaktiv formaban van jelen a bioldgiai mintaban.

Az ELISA modszer és az enzim affinitaskromatografias tisztitasi mddszerének
kombinacidjaként olyan - &ltalunk affinitdserfsitéses immuno-assay (AAIA)
moddszernek elnevezett — immunanalitikai eljarast dolgoztunk ki, amely az
enzimfehérje detektaldasan alapul, azonban a fehérjének csupan katalitikusan
aktiv formaira érzékeny [77, 78].
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1. tablazat. A kismolekulak kimutatasara kifejlesztett immunanalitikai rendszerek

Célvegyiilet Hapténszarmazék 2 ICso [ng/ml] P Ref.
HO
=5 \/}
' Ny M =5 ELISA [1,
amitrole \NrHZ NYNH 105 1 o
NH,
6]
’ o HkOH ELISA 1
HO_ HO_ 0 : . ,
glyphosate HO:P\/E\)J\OH Ho’P\/N fssz immunogeén 8-
szarmazékképzés 36]
[¢] OH
trifluralin NO, , NO, OH ELISA
CF; N CF}QN:()“KO (2)’V6VT_:;,6 ng/ml [3-?97]‘
\ R
NO, NO, 106 ng/ml
opanil a 0 o, 0
propani J\/ MOH ELISA [40]
é N B 2,2-6,1 ng/ml
o)
acetochlor /\)OL
O>\ S OH
0, a N\\
o
.Y — ELISA .
0\_ o - 2,2-4,1 ng/ml
N\ OH
(On
T
atrazine - /
Py N|)\N ELISA [42]
NJ\N/ NN 2,2 ug/mi
H H \
myclobutanil |N| "y ]
N .
. ¥y © ) | ELsa Eé
N 4,9 pg/ml 4 4I’I
tetraconazole < N/jN
- <:§ Q ¥ ELISA -
F
F
fenoxycarb Q O j\
Y O\/\ /\
i 0 ELISA [ifsf"
17 ng/ml
[ ] 1T A )
zearalenon o o ELISA
10 ng/ml [4,
ELFIA 11,
o 10 ng/ml 50-
o o OWLS 61]
0,014 ng/ml
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deoxi-
nivalenol OWLS [52,
0,01 ng/ml 28,
aflatoxinok s
OWLS
0,04 ng/ml [62532-’
APTA 67]
ochratoxin A /
%" om o APTA
H
X o [68]
Nk@é g/ml
H »W’I
Cl
pirén 0

OH

o | QU
O‘ q 2,2 ng/ml [69]
/N—O\)LOH

2-izopentenil-
adenin (IPA), J%/\
NH

zeatin-ribozid

(ZR) i
PR ELISA
X N
HON 0,7 ng/ml (IPA) [70]
HOH 0,4 ng/ml (ZR)
szteroid-
hormonok
ELISA [71;
0,09 ng/ml 72]
hisztamin /
OWLS
= NH, 1,5 pg/ml és [73]
</ ]/\/ 3x10°® ng/ml
N
H
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artemizinin

OWLS

ICso: 7 pg/mi [74]

°A nyilak a kémiai beavatkozas helyét jel6lik a célvegyiileten a hapténmolekula kialakitasara.
bGatldsi kézépérték. ELISA: enzimjelzéses immunoassay, ELFIA: enzimjelzéses fluoreszcens
immunoassay, OWLS: optikai hullamvezeté fénymddus-spektroszkdpia.

A moddszerben a JHE enzim szelektiv, szoros kotédés(i, atmenetidllapot-analdg
trifluor-metil-keton (TFK) gatlészereinek fehérjekonjugatumait allitottam el6 és
alkalmaztam szilard fazison régzitett dgensként. A fehérjekonjugatumok és JHE-
specifikus antitestek felhasznalasaval Uj tipusu, szilard hordozos AAIA rendszert
fejlesztettem ki. A modszerben a szilard fazison rogzitett TFK inhibitor
szelektiven megkoéti a JHE fehérje kotddni képes (tehat katalitikusan aktiv)
frakcidjat, s a megkotdtt enzimfehérje a szelektiv antitestek segitségével
indirekt ELISA mddszerrel detektalhatd. Az eljarast, melynek alsé mérési hatara
6 ug JHE mintanként, sikeresen alkalmaztam a JHE kis mennyiségeit tartalmazé
hig Lepidoptera nyiroknedv- és petehomogenizatum-mintakban (kukorica
bagolylepke (Heliothis virescens) és aranybagoly lepke (Trichoplusia ni)),
valamint az enzim rekombinans bakuloviruson (Autographa californica nuklearis
polihedrozis virus, AcNPV) alapuld biotechnoldgiai expresszids rendszerében,
nativ és helyiranyitott mutagenezis utjan mdédositott formaiban egyarant.

Az OWLS technikat - modellalkotdasi céllal - marha szérumalbumin és human
hosokkfehérje (Hsp70) kimutatasara is alkalmaztuk. Igazoltuk a Hsp70
kotodését a szenzorfellileten rogzitett anti-Hsp70 antitestekhez, illetve forditva,
az antitestek kotédését a rogzitett Hsp70 fehérjéhez- El6bbi formatumban
kimutattuk, hogy a Hsp70 fehérjével a 0,1-100 pg/ml tartomanyban
koncentraciéfliigg6 szenzorjelet nyertink [5].

Hasonlé moddon alkalmaztuk az OWLS technikat az endokrin zavard hatasok
(feminizacid) kedvez6 indikatoranak tekintett vitellogenin fehérje kimutatasara.
Ehhez szérumot nyertlink és tisztitottunk a vitellogenin eldalakja, a lipovitellin
ellen halbdl (ponty, Cyprinus carpio) és békabol (keleti unka, Bombina
orientalis). Az indirekt OWLS rendszerben a lipovitellint pontyban az 1-100
ng/ml, békdban a 0,1-50 ng/ml koncentracidétartomanyban tudtuk kimutatni
[79, 80]. A versengé OWLS szenzorformatum az IC,, értékében két
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nagysagrendnyi javulast eredményezett a ,,szendvics” tipusu ELISA rendszerhez
képest.

A Bacillus thuringiensis (Bt) kristalyos parasporalis endotoxinjai, a Cry toxinok
jelent0s mez6gazdasagi szerephez jutottak az elmult évtizedekben. A Bt torzsek
kérnyezetliinkben ubikviter talajlaké baktériumok és rovarokkérokozok. A Cry
fehérjék Osszetételének azonositdsa, egyedi fizikai-kémiai tulajdonsagaik és
bioldgiai specifitasuk felismerése szamos attérd eredményhez vezetett a
mez6gazdasagi karteviirtas gyakorlataban. Ezek egyike a B. thuringiensis- vagy
Bt-toxin-alapu bioldgiai rovarirtd szereken, a masika pedig a Bt-toxinokat kédolé
génszakaszok beépitésével kialakitott GM novényeken alapulé mezégazdasagi
biotechnoldgiai megoldasok. A B. thuringiensis subsp. kurstaki torzs altal
termelt CrylAb toxint — tobbféle forrasbdl szarmazod kereskedelmi és sajat
kialakitasu ELISA rendszerekkel behatdan vizsgaltuk a MON 810 GM kukoricaban
[81-83] és a Dipel bioldgiai rovarirtd készitményben. A vizsgdlatokban az
immunanalitikai rendszert részletesen validaltuk, a vonatkozd analitikai
nehézségeket feltartuk [84-88], illetve a hatdanyag-meghatarozast elvégeztik
bioldgiai vizsgalatokban rovarokon [89, 90] és a glyphosate hatéanyaggal k6zos
alkalmazdasban [91] is. Ennek eredményeképpen volt megfogalmazhaté a MON
810 GM kukorica Pannon Biofdldrajzi Régidra vonatkozé kdrnyezeti értékelése
[87, 88, 92].

A vizsgalatok soran rendkivil fontos bioanalitikai ellentmondast tartunk fel. A Bt
CrylAb toxinfehérjéje un. protoxin, melynek molekulatdmege 131 kDa, és
molekulanként maximum 16 diszulfidkotéssel stabilizalt bipiramdalis kristalyo-
kat képez. A protoxin a rovarszervezetben aktivalddik, diszulfidkotések reduk-
cidja és a protoxin hidrolitikus hasitdsa soran kortlbelil 63-65 kDa
molekulatomegd aktivalt toxin képzédik bel6le. A MON 810-ben Iévd transzgén
ugyanakkor sem a protoxint, sem az aktivalt toxint nem kdédolja, hanem egy
fehérjeformat a ketté kozott, egy részben roviditett, 91 kDa molekulatémegd,
ugynevezett preaktivalt CrylAb toxint. Vagyis a mikroorganizmus-alapu Bt
rovarirtd és a MON 810 kukorica hatdanyagai eltéréek, de a rovarszervezetben
mind az el6ébbi Cry1Ab protoxinja (131 kDa), mind az utdbbi el6aktivalt Cry1Ab
toxinja (91 kDa) a rovarellenes hatasért felel0s aktivalt Cry1Ab toxinna (63-65
kDa) aktivalodik [87, 88, 92]. A kereskedelmi ELISA kiteket a bakteridlis
protoxin segitségével allitottak el6 (immunogénként CrylAb protoxint
hasznalva), amelyek igy torzitott eredményeket adnak az eldaktivalt Cry toxin
kimutatasakor: a protoxinra iranyitott antitestek varhatéan alacsonyabb
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affinitdst mutatnak a csonkolt el6aktivalt toxinfehérje irdnt, ezért a protoxin-
molekuldk kimutatdsara validalt kvantitativ immunoassay soran kapott jelek
valéjaban az eldaktivalt toxin magasabb koncentracidinak felelnek meg. A
Cry1lAb protoxin tripszines bontasaval a protoxin és az aktivalt toxin kozotti
keresztreaktivitast meghataroztuk, és 0,41-0,56 kozottinek taldltuk [82]. Ez azt
jelzi, hogy az ELISA-készletek alkalmasak a CrylAb protoxin kimutatasara
(mikrobialis mintakban), de a MON 810 kukoricamintakon korrekciét igényelnek,
és a tényleges eldaktivalt CrylAb toxinkoncentracié ezekben a Bt-
kukoricamintdkban 1,8-2,3-szor magasabb, mint amit a CrylAb protoxin-
specifikus ELISA készletekkel kimutattak. Ez vonatkozik a MON 810 kukorica
Cry1Ab-értékeire a tudomanyos szakirodalomban, beleértve a fajtatulajdonos, a
Monsanto Corp. adatait is.

2. tablazat. A makromolekulak kimutatasara kifejlesztett immunanalitikai rendszerek

. . e Analitikai
Ceélvegyiilet Molekulatomeg jellemzék 2 Ref.
. . . . AAIA
juvenilhormon-észteraz ~30 kDa KH: 0,2 pg/ml [75-78]
OWLS
Hsp70 70 kDa KH: 0,1 pg/ml [5]
ELISA
vitellogenin . B KH: 500 ng/ml
(lipovitellin eléalakban) 96 €5 110-120 kDa OWLS [79, 80]
KH: 3 ng/ml
Bacillus thuringiensis Cry endotoxinok
protoxin: 131 kDa ELISA
Cry1Ab preaktivalt toxin: 91 kDa KH: 2 ng/ml [81-91]
aktivalt toxin: 63-65 kDa ’ 9
ELISA
Cry34Ab1 14 kDa KH: 0,3 ng/ml,
0,22 ng/g
ELISA (88, 93]
Cry35Ab1 44 kDa KH: 0,3 ng/ml
0,11 ng/g
. ELISA
Cry4 128 és 135 kDa KH: 2 na/ml [94]

aAAIA: affinitaserésitéses immunoassay, KH: kimutatasi hatar, ELISA: enzimjelzéses
immunoassay, OWLS: optikai hullamvezeté fénymddus-spektroszkopia.

A masik vizsgalt Bt-kukorica a DAS 59122-7 fajta volt, amely a Cry34Ab1l (14
kDa) és Cry35Ab1 (44 kDa) binaris toxinokat termeli. Ezeknek a névénybeli
termelddését szintén ido- és szervspecifikusan meghataroztuk, illetve a toxinok
hatasat tritrofikus rendszerben vizsgaltuk [88, 93]. Hasonld, de kevésbé
lényeges klilonbségek mutatkoznak ezen toxinok esetében a mikrobiadlis és
novényi bioszintetizalt formak kozott, ahol a kukoricaeredet(i Cry34Ab1l és
Cry35Ab1 fehérjéket szinte azonosnak taldltdk a mikrobak &ltal expresszalt
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formakkal: a Cry34Ab1l N-terminalisdn egy aminosav hianyzik, és 60, 50 és 42
kDa formakat tartalmaz a vart 13,6 kDa fehérje mellett. Emiatt ezen toxinok
mikrobakbdl és kukoricabdl szarmazdé valtozatainak keresztreaktivitdsaiban nem
varhatok jelentds kilénbségek.

A fentieken tulmenden, nemzetkdzi egylttm(ikbédésben, a B. thuringiensis
subsp. israelensis torzs altal termelt Cry4 toxin kimutatasara is dolgoztunk Ki
ELISA eljaras, mely a célvegylletet 2 ng/ml KH mellett detektalta [94]. A fenti
eredmények jelentds mértékben jarultak hozzd a GM nodvények kornyezet-
biztonsagaval kapcsolatos nemzetkdzi allaspont kialakitdsahoz [95, 96], illetve
a biomassza-alapl gazdasagi modell kornyezeti és 6koldgiai megitélésének
kialakitdsahoz [97].

Koszonetnyilvanitas

A munka - napjaink tudomanyos kutatasi-fejlesztési programjaihoz hasonléan -
szinte minden esetben csapatmunka volt, melyben részt vettek kezdetben az
MTA NoOvényvédelmi Kutatdintézetében (MTA NKI), késobb a Kozponti
Kornyezet- és Elelmiszertudomdanyi Kutatéintézetében (KEKI), majd annak
jogutddjaindl (Nemzeti Agrarkutatdsi és Innovaciés Kozpont, Agrar-
kérnyezettudomanyi Kutatdintézet, NAIK AKK, Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetem, Kérnyezettudomanyi Intézet, MATE KOTI), valamint hazai és kulféldi
egylttm({kod6 partnerintézeteinkben dolgozdé kollegdim, illetve azon egyetemi
vagy PhD hallgaték, akiknek munkajat iranyitottam vagy jelenleg is iranyitom.
Az egylttm{dkoédd kollegdk és hallgatdk aktiv részvétele nélkil a
kézleményeinkben és ebben az 6sszefoglald leirdsban ismertetett eredmények
nem - vagy csupan lényegesen lassabban - johettek volna létre, ezért
kozrem(kodésiiket megkdszonom. Ehelyltt mondok halat kuilfoldi fogaddim/
vendéglatéim vendégszeretetéért is. Koszonetemet hazai és kulfoldi
egylttmikodéimnek abban a reményben is mondom, hogy a kdézds munkat - az
eddigiekhez hasonlé eredményességgel — mindannyiukkal tovabb folytathatom.
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100 EVES A DEBRECENI EGYETEM
ORVOSI VEGYTANI INTEZETE?

A magyar kiralyi grof Tisza Istvan Tudomanyegyetem Orvosi Karat 1918-ben
alapitottak négy intézettel. Bar a Kar vezetdi mindent megtettek annak
érdekében, hogy az orvosképzést minél hamarabb beinditsak, az 1919-es
forradalmi események, majd a Tiszantll roman megszalldsa miatt a teljeskor(
oktatast csak az 1921/22. tanévben sikerllt megkezdeni. Az els6 években
oktatott természettudomanyi targyak bevezetése terliletén tapasztalhatd
késedelem abbdl adodott, hogy a vesztes I. vildghaboru utan jelentkezd
orvoshiany enyhitésére az orvoskar els6sorban a katonai szolgadlat miatt
tanulmanyaikat megszakitdé magasabb évfolyamok miel6bbi végzését kivanta
el6segiteni. Raadasul az O0sszeomlott Monarchia romjain felépilld orszagban
nehéz volt a kovetelményeknek megfeleld, tekintélyes oktatét talalni. A
szervezés nehézségeire utal az, hogy a tanév elsd féléve csak 1921. november
4-én kezd6dott el, méghozza ugy, hogy a karnak nem volt sajat kémia tanara.
Ideiglenes megoldasként Hatos Gézat, a Pallagi Gazdasagi Akadémia Kémia
Intézetének tanarat kérték fel az orvosi kémia oktatasara.

——

1. abra. A DMKE hajdani debreceni épiilete (Bocskai tér 1.)
Forras: http://debrecenikepeslapok.blogspot.com/2016/06/volt-eqgyszer-eqy-demke.htm/

1 Jelen kézlemény a szerzé altal 10 éve irt ,90 éves a Debreceni Egyetem Orvosi Vegytani
Intézete” cim( cikk (Biokémia XXXV: 17-20, 2011) kiegészitett és javitott valtozata.
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A felkérésnek Hatos Géza oly mddon tett eleget, hogy hetente két alkalommal
masfél-masfél 0Oras el6adast tartott a Dél-magyarorszagi Kozmdlvelddési
Egyesllet (DMKE, kdznyelven Demke) termében. A Bocskai tér 1. szam alatt, a
mai Benedek Elek Altaldnos Iskola helyén allott épilet érdekessége, hogy
tobbek kozott itt m(ikoédott Debrecen varos internadtusa (kdzépiskolai
kollégiuma), kdzponti szil6otthona és a Kenézy Gyula altal vezetett babaképzd
is (1. abra). A kémia gyakorlatokra a Pallagon |évé laboratériumban kertlt sor
hetente egy alkalommal. A fennmaradt dokumentumok szerint a didksag a
gyakorlatokat gyéren latogatta, amit azzal indokoltak, hogy az utazds sok
idejiket veszi el, és raadasul a fltetlen villamos-vasuton (a mai villamos
el6djén) még meg is fazhattak. Verzar Frigyes, az orvoskar dékanja atlatta a
probléma lényegét, és 1921. december 15-én kelt levelében javaslatot tett egy
onalldé Chemiai Tanszék feldllitdsara. Ennek szellemében az Orvosi Kar Tanacsa
XII. rendes (lésén 1922. marcius 17-én dontott az Orvosi Vegytani Tanszék
visszamendleges hatdllyal torténd létrehozasarol, amelynek az Orvosi Fizika
Tanszékkel megosztva a DMKE éplletében, az I. emeleten biztositottak egy
szobat. 2021-ben ennek az (utdlagos) intézetalapitasnak tinnepeljik a szazadik
évforduldjat. A szazéves intézmény vezetdit és megnevezéseit a kezdetektdl
napjainkig az 1. tablazat foglalja 0ssze.

1. tablazat. Intézeti vezetok és szervezeti egységek az elmult 100 évben

Iddszak Név Beosztas és a szervezeti egység
megnevezése

1921-1922 Hatos Géza gazdasagi akadémiaitanar, megbizott eléadé
(1921-tél Vegytani Tanszék)

1922/23. tanéy | Doby Géza nyilvanos rendes tanar, igazgatd

(1922-tél Orvosi Vegytani Intézet)
nyilvanos rendes tanar, igazgaté

1923-1950 Bodnar Janos (1924-t8l Chemiai Intézet)
(1927-tél Orvosi Vegytani Intézet)

1950-1952 magantanar, megbizott igazgatd
1952-1953 Straub Janos egyetemi docens, igazgaté
1953-1956 egyetemi tanar, igazgaté
1956/57. tanév | Porcsalmy Ilona | egyetemi adjunktus, igazgatd
1957/58. tanév | Szarvas Pal nyilvanos rendes tanar, megbizott igazgatd
1958-1961 egyetemi docens, megbizott igazgaté

Bot Gyorgy : . ;
1961-1987 egyetemi tanar, igazgato
1987-1988 . egyetemi docens, megbizott igazgatd

Gergely Pal ; ;
1988-2012 egyetemi tanar, igazgato
2012- Virag Laszlo egyetemi tanar, igazgatoé
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Az Intézet rangjara emelt szervezeti egység vezetésére 1922-ben Doby Géza, a
Budapesti Kbdzgazdasagi Egyetem magantanaranak palyazatat fogadtak el,
kllonods tekintettel arra, hogy a jelolt jartas volt a biochémiai kutatasokban, ami
az orvosképzés szempontjabdl kilondsen fontos biologiai szemléletet
biztositotta. Doby Géza debreceni megbizatdsa azonban nem tartott sokaig,
mert 1923-ban tanszékvezetli kinevezést nyert a Kézgazdasagi Egyetemre, igy
egy év utan visszatért Budapestre. Késdbb jelentés tudomanyos palyat futott
be, 1934-ben a Magyar Tudomanyos Akadémia (MTA) levelez6 tagja lett, 1946-
ban rendes tagga valasztottak.

A meglresedett intézetvezetdi pozicidra kiirt palydzatot Bodnar Janos, a szegedi
Ferenc Jozsef Tudomanyegyetem helyettes tanara és megbizott tanszékvezetdje
nyerte el, aki els6sorban a mez6gazdasagi kémia irant érdekl6dott, azonban
Ujabb munkait az enzymologia tertletén végezte. Erdekes médon Bodnar J&nos
1923-ban egyszerre kapott nyilvanos rendes tanari kinevezést a szegedi és a
debreceni Tudomanyegyetemen, és ekkor 6 Debrecent valasztotta. Egy
tanarsegéd és harom dijtalan gyakornok segitségével az 6 vezetésével indult
meg az orvostanhallgatok és a bolcsészhallgatok kémia oktatasa az 1923/24.
tanévben. 1924-ben javaslatara az intézmény nevét Chemiai Intézetre
valtoztattak, azonban 1927-t6l visszatértek az eredeti Orvosi Vegytani Intézet
megnevezésre, amelyet azota is folyamatosan hasznalunk. Az 6 vezetése idején
1924-ben koltdozott az Intézet a Bem tér 18/B. (régebben Magoss Gyorgy tér)
alatt taldlhato, volt Tanitoi Arvahaz egyik épliletébe (2. dbra). 1924-ben Bodnar
Janos elvéllalta a debrecen-pallagpusztai Magyar Kiralyi Dohanykisérleti Allomas
laboratériumanak vezetését, és 1928-t6l O lett a budapesti Novénykémiai
Intézet cimzetes igazgatdja is.

Erdekes adalék, hogy Tankd Béla, a Debreceni Egyetem Biokémiai Intézetének
késobbi alapitdja, iskolateremt6 professzora és a Magyar Biokémiai Tarsasag
els6 elndke 1927-ben az 0 iranyitasaval kezdte el nagyivi tudomanyos
palyafutasat az Orvosi Vegytani Intézetben. Bodnar Janost eredményei elisme-
réseként 1937-ben az MTA levelez6 tagjava valasztotta. Az 1930-1933 kozotti
harom tanévben 6 volt az Orvostudomanyi Kar dékanja, majd az 1943/44.
tanévben a Tisza Istvan Tudomanyegyetem rektorava nevezték ki. A kdovetkez6
tanévben rektorhelyettesként tevékenykedett, és a rektor tavozdsa utan
gyakorlatilag 0 iranyitotta az Egyetemet. A II. vildghaboru legs6tétebb
idoszakaban, 1945 06szén a helyén maradt, s6t szamos elmenekdilt
professzortarsa helyettesitését is magara vallalta. A habord utolsé évében a
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Vegytani Intézet épiletét sllyos bombataldlat érte, ezért 1945-47 kozott a
kémia oktatdsat a klinikatelepen Iévé elméleti intézetekben kellett megoldani.
Ebben a nehéz id6szakban, 1947-ben az Orvosi Vegytani Intézet szerves kémiai
csoportja kivalt, és a bolcsészkar keretében megalakitott Szerves Kémiai
Intézetben folytatta munkajat.

2. abra. Az Orvosi Vegytani Intézet épiilete (Bem tér 18/B.). Balogh Istvan fotdja.

Bodnar Janos mindent megtett annak érdekében, hogy a megrongalédott Bem
téri épiletet helyreallitsdk, és erofeszitéseinek koszonhetden 1948-t6l 1950-ben
bekdvetkezett nyugdijba vonulasaig Ujra a régi kornyezetben folytathatta az
oktatast és szertedgazd, az orvosigazsagligyi, novényvédelmi, dohany- és
asvanykémiai terlleteket feldleld kutatomunkajat. Idésebb koraban, 1949-1950
k6zo6tt munkatarsai, Straub Janos intézeti tanar és Andrassy Katalin tanarsegéd
helyettesitették a vezetésben. Végil 1950-ben Straub Janos vette at az intézet
igazgatdsat. © 1953-ban kapott egyetemi tanari kinevezést az 1951-ben
kialakitott Debreceni Orvostudomanyi Egyetemen (DOTE). Néhany év alatt
egységesitette a kutatasi-profilt, Ugy, hogy elsGsorban az asvanyi és gyogyvizek
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analitikdjanak fejlesztését helyezte el6térbe. 1956-ban bekodvetkezett varatlan
haldla utan Porcsalmi Ilona egyetemi adjunktus kapott ideiglenes vezetdi
megbizatast, majd az 1957/58. tanévben Szarvas Pal professzor, a Természet-
tudomanyi Kar Szervetlen és Analitikai Tanszékének vezetdje masodallasban
latta el az intézet igazgatasat.

A vezetdvaltds nehézségeit Bot Gydrgy egyetemi docens 1958-ban torténd
igazgatéi megbizdsa oldotta meg. Korabban (1955-1957) a DOTE oktatasi
dékanhelyettese volt, és kinevezése utan az 1959/60. tanévben a DOTE oktatasi
rektorhelyettesi feladatait latta el. 1961-ben megkapta egyetemi tanari
kinevezését, és ilyen mindségben 1987-ig allt az Intézet élén. Nagy hangsulyt
fektetett az orvostanhallgatok kémia oktatdsara, ,Altaldnos és szervetlen
kémia”, valamint ,A szerves kémia alapjai” cim( tankoényvei szamos kiadast
értek meg. Egyetemtorténeti munkdssaga is jelentds: tobb, a Debreceni
Orvostudomany Egyetem torténetét bemutatd koényv szerzdje, illetve
tarsszerzGje volt. Irdnyitasa alatt az intézet kutatasi tevékenysége fokozatosan
Ujra biokémiai jelleget oltott. A szénhidratanyagcsere, ezen belll a
glikogénlebontds szabalyozasa valt az intézet f6 témajava. A kutatdk tébbsége,
Andrassy Katalin, Fabri Gyulané, Nagy Zoltdnné és Porcsalmi Ilona atallt az Uj
témara, Nagy Zoltan a Kozponti Kutatd Laboratériumban kapott allast, egyedil
Dezs6 Istvan folytatta tovabb az intézetben a vasanyagcsere vizsgalatat. A
kutatdégarda kiegészilt a kovetkezd években belépd Ddsa Istvannal, Vereb
Gyorggyel és Csornai Martaval. A régebbi munkatarsak analitikai kémiai
jartassaga szerencsésen 6tvozodott a fiatalabbak biokémiai érdeklédésével. Bot
professzor témavalasztasa nagyon szerencsésnek bizonyult, mert a glikogén
lebontdsaban kulcsszerepet jatszd glikogén foszforildz idovel az enzimaktivitas
allosztérikus és kovalens mddositason alapuld szabalyozasanak iskolapéldajava
valt. Az intézet tudomanyos kozleményei széleskorl elismerést valtottak ki, és
utat nyitottak munkatarsai szamara ahhoz, hogy kilféldi tanulmanyutakon
bekapcsolddjanak a nemzetkézi szinvonall kutatdsok vildgaba. Ez az indittatas
nagyon fontos volt az intézet jovdje szempontjabdl, mert hozzajarult ahhoz,
hogy tdbben elismert kutatokka valjanak. Varsanyi Magdolna Németorszagban,
a Bochumi Egyetemen ért el sikereket.

A legkiemelked6bb tanitvany, Gergely Pal egyetemi docens 1987-ben lett az
Orvosi Vegytani Intézet megbizott igazgatdja, és egy év mulva, 1988-ban kapta
meg egyetemi tanari és intézetigazgatdi kinevezését. A fiatalabb munkatarsak
kozul harman: Dombradi Viktor, Erdodi Ferenc és Csortos Csilla kés6bb érték el
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a professzori cimet. Gergely professzor szamos hasznos Ujitast vezetett be az
intézet életébe. Az 60 nevéhez kothetd az intézetben dolgozdé 6nallé kutatd-
csoportok létrehozasa (2. tablazat). Négy csoport Gergely Pal, Dombradi Viktor,
Erd6di Ferenc és Csortos Csilla vezetésével az enzimfehérjék szerkezete és
funkcidja kozotti 6sszefiiggést, ezen belll a fehérje foszforilaciot és defosz-
forilaciot katalizalé protein kindzokat és foszfatazokat tanulmanyozta. Vereb
Gyorgy németorszagi tanulmanyutjardl visszatérve egy Uj témat vezetett be,
amikor a foszfolipid metabolizmus egyik f6 enzime, a foszfatidil-inozitol-4-kinaz
vizsgalatara tért at.

2. tablazat. Kutatéocsoportok az Orvosi Vegytani Intézetben

Idoszak Vezeto Kutatocsoport

1987-2021 | Gergely P&l Jelatvitel és fehérje foszforilaci6, késébb
Glikogén anyagcsere kutatécsoport

1992-2021 | Dombradi Viktor | Protein defoszforilacios kutatocsoport

1993-2008 | Vereb Gyorgy Foszfoinozitid jelpalya kutatdcsoport

1992- Erd&di Ferenc Protein foszfatdzok és molekularis
kdlcsdnhatasok kutatdcsoport

1998-2017 | Csortos Csilla

017 Boratkd Anita és Jelatvitel az endotéliumban kutatdcsoport

Csortos Csilla

1999- Virag Laszl6 ADP-ribolizaciés kutatécsoport

2006- Bay Péter Sejtmetabolizmus kutatocsoport

2010- Lontay Beata Izomadaptacios kutatécsoport majd
Sejtbiokémiai kutatécsoport

2016- Uray Karen Bélmotilitas kutatocsoport

2016- Tar Krisztina Proteaszoma és mitokondrialis dinamika
kutatocsoport

Az 3ltala 1993-ban létrehozott foszfoinozitid jelpalya kutatécsoportot 2008-ban
bekbvetkezett nyugdijazasaig vezette. 1999-ben csatlakozott a Vegytani
Intézethez Virag Laszld, a Debreceni Egyetem Koérélettani Intézetének korabbi
kutatdja, aki 2005-ben szerezte meg az MTA doktora cimet és 2007-ben kapta
meg egyetemi tanari kinevezését. Az altala létrehozott Uj kutatdcsoport a
fehérjék ADP-ribozildlasdval és az oxidativ stressz mechanizmusaval
foglalkozott. Az intézet szabadabb |égkore, az intézetvezet6 altal tamogatott
hazai és nemzetkozi egyittm(ikddések halézata, valamint az Gjonnan megnyild
palyazati lehet6ségek és a PhD képzés bevezetése jelentds mértékben
segitették a kutatdmunkat és az eredmények szinvonalas kozleményekben
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torténd publikalasat. Sikeres tudomanyos munkassaga elismeréseként Gergely
Palt 2004-ben az MTA levelezd tagjava, 2010-ben pedig az MTA rendes tagjava
valasztottak. Az Intézet vezetésén tul jelentds tudomanyos kozéleti szerepet
jatszott az Egyetem, illetve az MTA kiilonb6z0 bizottsdgaiban és szervezeteiben,
a Magyar Biokémiai Egyesiletben, az OTKA Elettudomanyi Kollégiumaban,
valamint a Magyar Akkreditacidos Bizottsagban. A tudomanyos munka
megujitasan kivil modernizalta az egyetemi oktatast. 1986-ban két kollégajaval
(Dombradi Viktor és Farkas Ilona) elinditotta az angol nyelv( kémiaoktatast a
kulfoldiek szamara megnyitott téritéses orvosképzés keretein bellil. TAmogatta
és eldsegitette a modern molekularis bioldgiai szemlélet bevezetését az orvos és
a bioldgus szakon. Az utébbi Uj képzési forma akkreditaldsaban és iranyitasaban
Dombradi Viktor, mint a Debreceni Egyetem Molekularis Bioldgiai Szervezetének
elndke vallalt vezet6 szerepet. Gergely Pal munkatarsaival (Erdédi Ferenc és
Vereb Gyorgy), valamint a tarsegyetemek professzoraival (Penke Botond és Téth
Gyula) megirta az orvostanhallgatok nemzedékei &ltal hasznalt ,Altaldnos és
bioszervetlen kémia,” illetve a ,Szerves és bioorganikus kémia” cimd
tankonyveket. Az utdobbi kétet angol nyelven is megjelent. 1997-1999 kozott az
AOK elsé dékanjaként, majd 1999-ben a DOTE tudomanyos rektor-
helyetteseként el6készitette a Debreceni Egyetem (Ujra) egyesitését.
2000-2010 kozott a Debreceni Egyetem Orvos és Egészségiigyi Centrumanak
tudomanyos elnOkhelyetteseként vett részt az egyetem iranyitasaban.
Munkajaval hozzajarult ahhoz, hogy 2005-ben az Orvosi Vegytani Intézet az
Gjonnan épitett Elettudomdanyi Kozpontban (ETK) a Debreceni Egyetem
k6zéppontjahoz kozel, egy modern épiletben kapott elhelyezést, ahol a XXI.
szazad kovetelményeinek megfeleld kortilmények kdzott folytathatja mlikodését
(3. abra).

Az egyetemi rendszervaltdas izgalmas évei utdn az utolsé évtizedben a
konszolidalédas és a tovabbi fejlodés szakasza kovetkezett, ami a 2012-ben
intézetvezetdnek kinevezett Virdg Laszlo professzor irdnyitasa alatt zajlott le. Az
Uj vezetd egy jol mikoddo intézetet vett at, ahol nem volt sziikség alapvetd
atalakitdsra, azonban az eddig elért eredmények megbrzése mellett valaszt
kellett taldlni az Gj kihivasra, amit a hallgatoi létszam jelent6s novekedése
okozott. Az angol nyelvl képzések sikere, az Uj targyak és képzési formak és az
egyetem tobb karan (FOK, NEK, ETK, TTK) végzett atoktatas megsokszorozta az
oktatasi feladatainkat, mikozben az oktatdi alldson 1évé munkatarsak létszama
nem novekedett a feladattal aranyos maodon.
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Ezt a kérdést csak a kutatdsi palyazatok (MTA Lendllet, OTKA, GINOP) terhére
felvett kollégaink és a PhD hallgatédk bevonasaval tudtuk megoldani. Egyetemi
palyazatok tdmogatasaval modernizaltuk a gyakorlati oktatast, és a hallgatok
munkajat szamos (elektronikus) tankodnyv, jegyzet és oktatasi segédanyag kiadasaval
segitettlik el6. Sikeres tudomanyos palyazataink hozzajarultak az intézeti kutatasi
terliletek kiszélesitéséhez és Uj kutatdécsoportok feldllitdsahoz.

3. dbra. Az uj Elettudomanyi Epiilet és Kényvtar bejarata (Egyetem tér 1.). A szerz6 fel-
vétele.

Virag Laszl6 tanitvanya, Bay Péter 2006-ban egy Uj Sejtmetabolizmus kutatdcsoportot
alapitott, amelyet 2014-ben elnyert Lendilet palyazata segitségével megerésitett
és kibdvitett. 2015-ben megszerezte az MTA doktora cimet majd 2018-ban megkapta
egyetemi tanari kinevezését. 2010-ben az Erdddi munkacsoportbdl kivalt Lontay
Bedta lett az Uj Izomadaptacids munkacsoport vezetdje, amely kés6bb a tematika
kibovilése utan Sejtbiokémiai kutatdcsoport néven folytatta tovabb a kutatasait.
2016-ban az Egyesiilt Allamokbdl, a University of Texas Medical School-bdl hazénkba
érkezett Karen Uray létrehozta a bélkontraktilitast tanulmanyozé csoportot, és
az USA-beli tanulmanyutjardl hazatérd Tar Krisztina megalakitotta a proteaszéma
szerepét vizsgald csoportot. Ezekkel egyltt mar nyolc kutatdcsoport dolgozott
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az intézetben (2. tablazat), melyek munkdajaban megerdsodott a sejtbioldgiai és
az élettani szemlélet. A Lendllet csoport elhelyezésére az Egyetem biztositott
megfeleld helységeket az ETK 1. emeletén, tovabbé az intézeti miihely atalakitasaval
egy Ujabb laboratoriumi helységet alakitottunk ki az alagsorban. A megnévekedett
tertileten nagyobb létszammal dolgozd csoportok publikacidos tevékenysége
egyenletesen magas szinvonalon stabilizalodott (az intézet publikacios tevékenysége
2010-t6l napjainkig nyomon kovethet6é a https://chemistry.med.unideb.hu/hu/

node/51 oldalon).

« 7.

gyarapodott és modernizaldédott az Orvosi Vegytani Intézet m(iszerparkja. A
modern és draga eszkdzOok jobb kihasznalasa érdekében harom szolgaltatd
laboratériumot hoztunk Iétre. A Biomolekularis Interakcidk Laboratérium (Erdddi
Ferenc) a makromolekuldk és a kisméretl ligandok kozotti kolcsOnhatasok
széles spektrumat tudja elemezni a rendelkezésre all6, egymast kiegészit6
technikak segitségével. A plazmon rezonancian alapuld Biacore-3000 készlilék
és a hovaltozason alapuld MicroCaliTC200 izotermikus mikrokaloriméter
alkalmas a vizsgalt kolcsonhatds kinetikai és termodinamikai jellemzésére. A
laborban talalhaté MonolithNT.LabelFree és MonolithNT.115 berendezésekkel az
autofluoreszcenciat mutatd, illetve a fluoreszcens jel6lést hordozé molekuldk
valtozatos kolcsénhatdasainak egyensulyi allandodjat hatarozzak meg a
mikroskalas termoforézis elve alapjan. Végil a fehérjék feltekeredését, illetve
denaturdlodasat Prometheus NT.48 késziilékkel lehet kovetni. A Bioenergetikai
Kozponti Laboratérium (Bay Péter) eszkdzeivel, az Oroboros Oxygraph 2k és a
Seahorse XF96 segitségével ¢él6 sejtek oxigénfelvételét és egyéb,
metabolizmusra jellemz6 paramétereket (pl. a pH valtozdsa) lehet meg-
hatarozni. A High Throughput Screening Szolgaltatd Laboratérium (Virag Laszlé)
alapmdiszere, a Tecan Freedom EVO 150 folyadékkezel6 robot nagyszamu minta
elokészitését, pl. molekulakdonyvtarak szlirését teszi lehetové. A mintak
automatikus tesztelésére szolgadl a Tecan Spark 20M Multimode mikroplate
olvasd, illetve az Opera Phenix High-Content Screening System, ami egy nagy
atereszt6képességli képalkotd és képanalizald eszkdz. Ezeket egésziti ki néhany
kisebb, de fontos berendezés, mint a Novocyte 3000 asztali citométer, a BIO-
SUN UV besugarzé, az NO mérésére hasznalt Sievers Nitric Oxide Analyser és az
ECIS (Elecric Cell-Substrate Impedance Sensor), amivel sejtrétegek
impedancidja mérhetd. (A mliszerek teljes listdja megtalalhaté a https://
chemistry.med.unideb.hu/hu/node/47 honlapon.) Természetesen ezek a nagy
értékl eszk6zok nemcsak sajat kutatasainkat segitik eld, hanem az egyetemen
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dolgozdk és az egész magyar kutatdokozosség szamara elérhetdek.

Az intézetben folyé kutatomunkdba szamos tehetséges hallgatét vontunk be,
munkassaguk eredményét tikrozi a benyujtott és elfogadott szakdolgozatok,
diplomamunkak, TDK palyamunkak, illetve PhD disszertacidk, valamint az
elnyert dijak nagy szama. A TDK munka szervezésében és iranyitasaban fontos
szerepet jatszik Erdddi Ferenc professzor, aki 2013-6ta a Debreceni Egyetem
Orvos és Egészségtudomanyi Tudomanyos Diakkori Tanacsanak elndke. Ebben
az id6szakban intézetlink kutatdi szamos konferencia szervezésében vettek
részt, amelyek kozil a legemlékezetesebbek a Debrecenben Virag Laszlé altal
szervezett két FEBS kurzus (2003 és 2010), valamint a budapesti PARP 2017
(Bay Péter) és a debreceni Europhosphatase 2019 (Lontay Beata és Erdddi
Ferenc) nemzetk6dzi tudomanyos taldlkozék voltak. Az egyre sokrétlibb és
bonyolultabb oktatasi és kutatasi adminisztracid lebonyolitdsara Virag
professzor atszervezte és megerdsitette az irodai munkat végz6é csapatot.
Kétségtelen, hogy az O hattérmunkadjuk is hozzajarult az intézet sikeres
m(ikodtetéséhez.

Végull a szép torténet utolsé éveiben bekdszontdtt a pandémia, ami szigoru
higiénias szabalyaival, a kotelezd tavolsagtartassal, a tavoktatassal és az online
konferencidkkal eddig még nem latott probatétel elé allitott mindenkit. Az elsé
hulldm soran begyjtott tapasztalatokat felhaszndlva a masodik hulldm kozben
viszonylag kdnnyen atkoltdztettliik oktatdsunkat a virtualis térbe, bevezettiik az
elektronikus irasbeli tesztek rendszerét, és megszerveztilk a biztonsagos
vizsgaztatas feltételeit. Legnagyobb eredménylink az volt, hogy a vizsga-
idoszakban oktatdink és hallgatoink koézil senki nem fert6z6dott meg. Bar a
vizsgak atlaga egy kicsit csokkent, a hallgatok tobbsége sikeresen atvészelte a
szokatlan kortulmények kozotti megmérettetést. Kozleményeink szama és
mindsége toretlen maradt, és egy rovid kényszerszinet utan a PhD védések és
a tudomanyos konferencidk is attértek a ,virtualis” és ,hibrid” kerékvagasba. Ezt
illusztralja az, hogy az aktudlis helyzetnek megfeleléen Virag Laszlé és
Szekanecz Zoltdn professzorok koézdsen egy nagy érdeklédés kivaltd online
COVID-19 szemindrium sorozatot szerveztek. Ugy tiinik, hogy kutatémunkank
a munkatarsak elkotelezettsége révén kidllta a prébat. Most a széleskorl(
immunizalds nehézségeit latva elgondolkodhatunk elddeink példajan, akik a
legnehezebb iddszakok (pl. vildghaboruk) utan elkezdték, illetve Ujrakezdték a
munkat és lehetévé tették azt, hogy most megemlékezziink az Orvosi Vegytani
Intézet centenariumarol.
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Az Orvosi Vegytani Intézet tevékenysége megismerhetd és folyamatosan
nyomon kovethetdé a https://chemistry.med.unideb.hu/hu honlapon. A
centendriumi rendezvény videé felvétele visszanézhet6 a https://
www.youtube.com/watch?v=Bc7fPBK4iCI cimen.
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A HO-, FAJIDALOM- ES TAPINTASERZES RECEPTORATI:
A 2021. EVI ORVOSI-ELETTANI NOBEL-DIJ
ES SZEGEDI VONATKOZASAI

Jancso Gabor és Santha Péter
Szegedi Tudomanyegyetem, SZAOK, Elettani Intézet
gaborjancso@yahoo.co.uk, santha. Deter@med u-szeged.hu

Ha sok cseresznyepaprikat madzagra fliziink, abbdl lesz a
paprikakoszord. Ha viszont nem fuzziik fel oket nem lesz
belbliik koszord. Pedig a paprika ugyanannyi, eppo/y piros,
éppoly er6s. De mégse koszoru. Csak a madzag tenné?
Nem a madzag teszi. Az a madzag, mint tudjuk, mellékes,
harmadrangu valami. Hat akkor mi?
Aki ezen elgondolkozik, s (gyel ra, hogy gondolatai ne
kalandozzanak 6sszevissza, hanem helyes iranyban
haladjanak, nagy /gazsagoknak J6het a nyomara.

/Orkény Istvan: Az élet értelme/

Az idei orvosi-élettani Nobel-dijat David Julius és Ardem Patapoutian, Egyesilt
Allamokban dolgozd kutatdknak itélték a hdmérséklet és a tapintds recep-
torainak felfedezéséért ("for their discoveries of receptors for temperature and
touch."). A receptor megnevezés félreértésekre adhat alkalmat, hiszen ezt
el6szor az érz0 receptorok valtozatos megjelenésl strukturaira alkalmaztak a
morfoldgiaban, majd a farmakoldgidaban és a biokémiaban a specifikusan két6do
agonistak, antagonistak és ligandok molekularis kot6helyének megjel6lésére
szolgalt. Jelen esetben a receptor kifejezés a kémiai-, h0- és mechanikai ingerek
altal aktivalt transzmembran fehérjéket, specifikus ioncsatornakat jeldli.

Nem tulzas azt allitani, hogy a h6-, fajdalom- és tapintas érzékelés molekularis
alapjainak felfedezése tobb évszazados kutatomunka betet6zése. ,Die Ge-
schichte einer Wissenschaft, ist die Wissenschaft selbst” (Goethe). Tekintsik hat
at az érz6 receptorok/idegvégzodések muikddésére vonatkozd |ényegesebb
elképzeléseket. Tudomanyos igénnyel els6ként Descartes ismertette az érzé-
kelés és a reflexm(ikodés lehetséges élettani folyamataira vonatkozo elképze-
|éseit. Posztumusz mU(ivébdl [1] ismert hires illusztraciéja a tliz melege keltette
inger altal az idegeken keresztll a kdzponti idegrendszerbe vezetett ingerilet
utjat abrazolja; az ingeriletet az idegekben aramlo ,éltetd szellem” (spiritus
animalis) tovabbitja a kozponti idegrendszer felé meghatarozott idegi palyan.
Bar ennek az elképzelésnek nem volt semmilyen kisérleti hattere, annyiban
mindenképpen Uttéro jelentéségl, hogy eldszor vetette fel a szenzoros ingerek/
ingeriletek specifikus palyakon torténd tovabbitdsat. Hasonld jelentdségil ez a
felvetés Franz Joseph Gall frenoldgiai elképzeléséhez - a koponya kidudorodasai
és bemélyedései alapjan kivanta meghatdrozni az emberek mentalis/
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intellektudlis tulajdonsagait —, amelynek semmilyen valds alapja nem volt, de
els6ként vetette fel az un. lokalizacidos elvet, vagyis azt, hogy az eltérd agyi
funkciok kulonb6z6 agy(kérgi) terlletekhez kotottek. Mindkét elképzelés
megszabta a késObbi analitikus és kisérleti tudomanyos kutatémunka alapjait.

Igazi eldrelépést az érz6 m(ikoédések tudomanyos igényl vizsgalataban a 19.
szazadi természettuddsok vizsgalddasai jelentettek. Morfoldgiai, elsGsorban
ezlistimpregnaciés, majd methylénkék-vitalfestéses mddszerekkel szamos jel-
legzetes strukturaju érz6 idegvégzddést, receptort irtak le, elsdsorban a bérben,
mint pl. Merkel, Vater, Pacini, Meissner, Krause idegvégzddéseket, valamint a
szabad idegvégzddéseket [2]. Johannes Miller megallapitasai, amit a specifikus
idegi energidk tanaként [Gesetz der spezifischen Sinnesenergien, 1826] [3]
foglalt 6ssze, a mai napig hatnak a szenzoros miikodéseket érintd elkép-
zelésekre. Miller szerint az inger az adott érz6 receptorra jellemzo érzetet valt
ki; az ingertlet specifikus, az adott modalitasra jellemzd érz6 palyakon keresztiil
jut el a kozponti idegrendszerbe. Ezzel megalapozta a specificitds tedriat,
amelyet Helmholtz azzal egészitett ki, hogy a keletkezd érzeteket az érintett
idegek/palyak specifikus kézponti idegrendszeri kapcsolatai hatarozzak meg.

Tovabbi elOrelépést a 19. sz. végén és a 20. sz. elsd évtizedeiben tett
elektrofizioldgiai megfigyelések hoztak. Els6sorban Adrian klasszikus, az egyrost
(single unit) aktivitasra vonatkozd vizsgalataiban allapitotta meg, hogy az érzé
receptorok nagymértékben specifikusak, ingerlletet csak a rajuk jellemzo
adekvat ingerek valtanak ki bennik [4]. Ezt kdvetben, tobb évtizedes kisérleti
munka eredményeként részletesen jellemezték a bort, nydlkahartyat, harant-
csikolt izmot és zsigeri szerveket innervalé érz6 receptorokat; az elsédleges érzd
neuronok specificitdsa ma mar minden vitan felll all és a szenzoros fizioldgia
alapjat képezi.

Kuléndsen heves vitak dvezték a fajdalomérzés kdzvetitésében szerepet jatszo
neuralis mechanizmusok természetére vonatkozo elképzeléseket, allatkisérletes
vizsgalatokat és human megfigyeléseket. Egyarant sikerilt érveket felsora-
koztatni az intenzitds, ingerlletmintazat (pattern) és a specificitas teodria
mellett. Ezt elsGsorban a fajdalomérzés rendkivil bonyolult fizioldgiai mecha-
nizmusai, a kiséré autondm (vegetativ) és magatartasi reakcidk, valamint -
human szempontbdl rendkiviil jelentés — emocionalis és pszicholdgiai kisérd
jelenségek komplexitdsa magyardazza. Jelen irdsunkban csak azokat a
fajdalomérzés periférids — az érz6 receptorok és elsédleges érzé neuronok
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mikodését érinté - mechanizmusokat targyaljuk, amelyek megértését a korai
(nem kis részben Szegedhez kothetd), és a késbdbbi, Nobel-dijjal elismert
kutatasok is jelentés mértékben eldmozditottak. Alapveté megallapitas, hogy a
szomatoszenzoros idegrendszer fajdalomérzé receptorai, a nociceptorok
(Sherrington elnevezése) [5] nagymértékben specifikusak, csak nagy inten-
zitasu, szovetkarosodast vagy a szovetkarosodas veszélyét magukban hordozé
mechanikus, hd és kémiai ingerekre valaszolnak. A morfoldgiai, elektrofizioldgiai
és neurokémiai vizsgalatok a fajdalomkelté ingerekre valaszolé nociceptiv
elsédleges érz6 neuronok anatdmidjara, elektro- és membranfizioldgiai,
valamint neurokémiai sajatossagaira vonatkozdan 6riasi és jelent6s ismeret-
anyagot szolgaltattak. Ifj. Jancsd Mikldos és Jancs6-Gabor Aranka szegedi
farmakoldgusok megfigyelései mutattak ra el0szor arra, hogy bizonyos
fajdalomérz6 receptorok milkodése farmakoldgiai Uton dramai modon
befolyasolhatd. Gyulladaskelté vegylletek vizsgalata kapcsan figyeltek fel arra,
hogy a capsaicin, a paprika csipds anyaga, bar igen erds fajdalomkeltd, ismételt
helyi vagy szisztémadas adagolast kovetden jellegzetes érzéstelenséget, un.
capsaicin deszenzibilizaciot hoz létre. A capsaicinnel kezelt allatok (patkany,
tengerimalac, kutya) tartdésan érzéketlenné valtak kémiai anyagokkal kivaltott
fajdalommal és meleggel szemben, mig mechanikai ingerekkel fajdalomreakciok
tovabbra is kivalthatok maradtak. Ezen ,, szenzoros neuronblokkolé” hatds abban
is megnyilvanult, hogy ezekben az allatokban az uUn. neurogén gyulladas -
kémiai irritansokkal kivalthatd, az érz6 beidegzés integritdsahoz kotott szoveti
reakcid6 - sem volt kivalthatdé. Megadllapitottdk, hogy a fajdalomérz6 ideg-
végzédések afferens funkcidjuk mellett, vagyis amellett, hogy nociceptiv
ingerlletet szdllitanak a kozponti idegrendszer felé, ingertleti allapotukban
végzodéseikbdl egy kozelebbrdl nem identifikalt ,neurohumor” felszabaditasa
révén befolyasoljak az innervalt szovet vaszkularis reakcidit. Ezek a vizsgalatok
alapoztdak meg a fajdalomérz6 idegvégzddések kettOs funkcidjara vonatkozé -
ma mar tankonyvi szinten is megjelend - elképzeléseket [6-11], és elsdként
mutattak ra arra, hogy a fajdalomérzo receptorok m(ikédése farmakoldgiai Uton
szelektiven gatolhaté, megalapozva ezzel a ,szenzoros farmakolégia” addig nem
|étez6 szakteriletét [6, 12]. A capsaicin hatasat periféridas — az érz6 neuronok
szintjén megvaldsuld - hatasnak tulajdonitottdk, amit alatdmasztottak POrszasz
Janos és ifj. Jancsé Miklés elektrofizioldgiai vizsgalatai is, miszerint a capsaicin
a velbtlen, C-rostokra fejti ki hatasat [13]. Meger0sitették ezt az elképzelést Jod
Ferenc elektronmikroszkopos vizsgalatai is, miszerint a capsaicin az érzd
ganglionok B tipusu neuronjaiban mitochondridlis karosodasokat okoz [14]. A
capsaicin deszenzibilizacidé jelenségét Ifj. Jancsd Miklds 6nkisérletben az emberi
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béron végzett vizsgalataiban is igazolta, ami egyben azt is bizonyitotta, hogy a
capsaicin farmakoldgiai hatdsai emberben is hasonldak a féleg kisragcsalokban
megfigyelt hatdsokhoz [10,15,16]. A capsaicinnel kivaltott kémiai és ho
analgézia alapvet6en kilonbozik a helyi érzéstelenitokkel el6idézhet6 érzés-
telenségtél, ami nem korlatozédik csak a fajdalomérzé idegekre; ezek
altaldnosan gatoljdk az idegrostok ingeriletvezetését, a nem-fajdalmas
érzémodalitasokat, valamint a motoros és vegetativ idegek funkcidit is. A helyi
érzéstelenitOk és a capsaicin farmakoldgiai hatasainak ¢sszehasonlitdsa soran
tovabba arra is rajottek, hogy a capsaicinnel kivaltott neurogén gyulladasos
valasz akkor sem esik ki, ha a helyi érzéstelenités teljesen megsziintette a
capsaicinnel kivaltott fajdalom érzékelését. Tobbek kozott ezekbdl a meg-

N4

a kovetkeztetést, hogy a kémiai (és késdbb altala bizonyitott mddon a hg) és
mechanikai érzékelés az érz0 idegvégzOdésekben teljesen eltérd
,receptormechanizmusokkal” valdésulnak meg [10]. Erdemes itt eredetiben
idézni ifj. Jancsdé Miklés interpretacidéjat és kovetkeztetéseit a capsaicin
deszenzibilizacié jelenségével kapcsolatban, amit a ,Speicherung” c. Mono-
grafidjaban (1955) irt. ,A kisérleti eredmények egészen egyértelmiien arra
utalnak, hogy az érz6 idegvégzédéseket a kémiai és mechanikai ingerek két
kilonb6z6 receptormechanizmus Utjan hozzadk ingerlletbe. Csak ennek
feltételezésével valik érthetévé, hogy a tapintasi ingerek teljes mértékben
hatdsosak maradnak, mikdzben a kémiai ingerlékenység gyakorlatilag teljesen
eltlnik. A szaruhartyan megfigyelt jelenségeket legjobban Ggy lehet magya-
razni, hogy a mechanikus ingerek az érz6 idegvégzddéseket direkt, fizikai Uton
hozzak ingeriletbe*, azaz nem kémiai anyag (medidtor) kozvetitésével.
[*Mindazonaltal elképzelhet6, hogy a mechanoszenzitiv idegvégzddésekben
piezoelektromos strukturak vannak jelen.] A kémiai ingerek mas mechanizmus
utjdn hatnak, ami capsaicinnel izoldlt moddon kikapcsolhatd.” Ezek a
megallapitasok nagyon szépen ,rezonalnak” a 2021. évi Nobel-dij indoklasaval.

Napjainkban kilonos jelentdségre tett szert azon megfigyelése is, miszerint a
capsaicin deszenzibilizalt allatok magasabb kornyezeti hémérsékleten nem
képesek regulalni testhOmérsékletiiket a hypothalamikus melegérz6 thermo-
receptorok muikodésének kikapcsoldasa kovetkeztében (Id. lentebb) [10]. A
capsaicin hdéregulaciéra kifejtett hatasaira vonatkozdéan Szegeden ifj. Obal
Ferenc, Benedek Gyorgy és munkatarsaik tettek Iényeges megfigyeléseket [17-
20].
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KésObbi vizsgalatokban Szolcsanyi Janos, aki 1962-64 kozott Ifj. Jancso Miklés
munkatarsa volt, egy-rost elektrofizioldgiai vizsgalatokkal bizonyitotta, hogy a
capsaicin szelektiven a polymodalis nociceptorokat izgatja [21]. Szolcsanyi és
Jancs6-Gabor Aranka, az Ifj. Jancsd Miklds altal megkezdett szerkezet-hatas
vizsgalatokbdl kiindulva kisérletet tettek a capsaicin hatasért felelGs feltételezett
molekularis struktira meghatarozasara [22]. Tovabbi kisérletekben Szolcsanyi
Janos Barthé Loranddal egyltt bizonyitotta, hogy a capsaicin-érzékeny idegek
szerepet jatszanak zsigeri szoveti reakciék mechanizmusaban [23, 24]. Kés6bb
Szolcsanyi Janos és munkatarsai, Helyes Zsuzsanna, Pintér Erika és Peth6 Gabor
fontos megfigyeléseket tettek a capsaicin-szenzitiv érz6 idegek és a TRPV1
receptor szenzoros miikodésekben és egyes szervek gyulladasos folyamataiban
bet6ltott szerepére vonatkozdan is [25-28].

A capsaicin sajatos farmakoldgiai hatdsainak kisérletes alkalmazasat jelent6s
mértékben hatraltatta, hogy egészen az 1970-es évek végéig nem sikerllt
azonositani és jellemezni a capsaicin-hatds lehetséges morfologiai szubszt-
ratumait, azaz azt a specialis érz0 neuron populaciét, amelyre a capsaicin
jellegzetes élettani és farmakoldgiai hatasait kifejti. Ennek lehetdségét az a
felfedezéslink teremtette meg, miszerint Ujszul6tt allatokban (patkany, egér,
kutya) a capsaicin az érz6 neuronok egy morfoldgiailag jol definialhato
hogy Ujszllott allatokban az érintett érz6 neuronokban jelentés 4°Ca?*
akkumulacié figyelhet6 meg [30, 31]; ezt a jelenséget David Julius és
munkatarsai donté mddon hasznaltdk ki a capsaicin receptort kifejezé klénok
identifikaldsaban. Az érintett capsaicin-szenzitiv, helyesebben kemoszenzitiv -
hiszen ezek az érzd receptorok mas fajdalom- és gyulladaskelté kémiai
anyagokra is érzékenyek - primer szenzoros neuronok a kis, B-tipusu, vel6tlen,
C-rostokkal rendelkez6 érz6 ganglionsejteknek felelnek meg. A capsaicin
szelektiv neurotoxikus hatdsat kihasznalva el6szOr sikerllt a fajdalomérzés
kozvetitésében alapvetd szerepet jatszé érzd ganglionsejtek és a nociceptiv
primer afferensek koézponti idegrendszeri megoszlasanak direkt morfoldgiai
kimutatasa ([32], Id. cimlapfotd). Az Ujsziléttkorban capsaicinnel kezelt allatok
egész életlik soran érzéketlenek a kémiai irritdnsokkal, igy a capsaicinnel
kivaltott fajdalmas ingerekkel szemben és bérilkkben a neurogén gyulladasos
valasz egyaltalan nem valthaté ki. Az allatokban egyéb karosodasok nem
mutathatdk ki, és nem-fajdalmas és fajdalmas (fajdalomreakciot kivaltd)
mechanikai ingerekre a naiv allatokhoz hasonldéan reagalnak. Vizsgalatainkban
bizonyitottuk, hogy a capsaicin és rokon vegylletei szelektiv szenzoros
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neurotoxinok [33], amelyek a C-rosttal rendelkezd elsédleges érz6 neuronokat,
amelyek az 6sszes érz6 ganglionsejt mintegy 50%-at teszik ki, szelektiven és
irreverzibilisen elpusztitjak. Ezért, az ilyen allatok kit(in6 modellnek bizonyultak
a fajdalomérzés mechanizmusainak, valamint olyan gyulladasos, immun-,
szekrécids-, zsigeri és egyéb szoveti folyamatok vizsgdlataban, amelyekben
feltételezték a kemoszenzitiv, ill. nociceptiv érz0 idegek szerepét. Tovabbi
kisérleteink soran olyan kisérleti paradigmat vezettink be (perineurdlis
capsaicin kezelés), amely lehetové teszi, hogy egy kivalasztott periférids ideg
ellatasi teriletében szelektiven és tartdésan felfliggesszik a nociceptiv/
kemoszenzitiv szomatikus és viszceralis afferens C-rostok mikodését, lehetbvé
téve az adott terllet nociceptiv, vaszkularis, reflex és gyulladasos
mechanizmusainak vizsgalatat [34-40]. Ezeket a modszereket a vildg szenzoros
m(ikodésekkel és fajdalomkutatassal foglalkozé vezet6 - koztik hazai -
laboratériumaiban is kiterjedten alkalmaztak, ill. alkalmazzak.

Az Ujszilottkori capsaicin kezelés paradigmat felhasznalva sikertlt a nociceptiv
primer szenzoros neuronok lehetséges ingerililetatvivé anyagainak azonositasa.
Fred Lembeck és munkatarsai a P-anyagot (substance P) mint az antidromos
vazodilatacid mediator anyagat azonositottak [41]. KésObbi vizsgalatokban
kimutattak, hogy a szenzoros neurogén vazodilatacié valédi mediatora a CGRP
[42-44]. Tomas Hokfelttel és munkatarsaival kollaboracidoban végzett
immunhisztokémiai vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a capsaicin-érzékeny
érz6 neuronok valamint a spinalis és medullaris afferensek a P-anyag mellet
egyéb neuropeptideket, mint somatosztatint és egy CCK-szerl peptidet is
tartalmaznak [45]. Kés6bb kimutattdak, hogy a capsaicin-szenzitiv neuronok
jelent0s populacidja CGRP-t is tartalmaz [46]. Ennek - a gyakorlati medicina
szempontjabdl is fontos - jelent6ségére a migrén pathomechanizmusanak
vizsgalatara irdnyuld - Dux Maria altal Szegeden is végzett - vizsgalatok
mutattak ra [47-51] Ezek az eredmények arra a ma mar koézismert tényre
utaltak, hogy a nociceptiv érzé neuronok transzmitter anyagukat tekintve igen
heterogén populaciét képeznek.

A capsaicin szelektiv neurotoxikus hatasanak felismerése szerepet jatszott a
capsaicin receptor azonositasara iranyuld vizsgalatokban, amint ezt Michael
Caterina, a capsaicin receptor felfedezését ismertetd 1997-es Nature cikk [52]
elsé szerz6je is kifejtette: ,,One early clue that nociceptive neurons might
express signaling proteins distinct from those of other neuronal subtypes was
the observation that exposure of neonatal rats to capsaicin, the main pungent
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ingredient in hot peppers, produces a lifelong depletion of small-diameter
sensory neurons, with no such effects on larger diameter neurons. As adults,
these animals exhibit diminished responsiveness not only to subsequent
capsaicin challenge, but also to other painful stimuli (Jancsé, G. et al., 1977)".
Feltételezték, hogy a capsaicin szelektiv hatdsanak oka abban keresendd, hogy
ezek a neuronok nagy mértékben kifejezik a feltételezett capsaicin receptort ,
amelynek |étezését, gangliondris és gerincveldi lokalizaciéjat a Szallasi és
Blumberg [53] altal felfedezett capsaicin analdggal, a resiniferatoxinnal végzett
ligandkotési kisérletek is igazoltak [54].

David Julius a capsaicin receptor azonositasara iranyuld vizsgalataik
megkezdésérdl nemrégiben a kovetkez6képpen nyilatkozott [55]: ,Amikor
neurotranszmitterekkel dolgoztam, mindig egy kicsit frusztralva éreztem
magam, mert nagy volt a tavolsag a molekularis bioldgiai kisérleti eredmények
és a viselkedési (agyi funkciondlis) jelenségek kozott. Ugy tlint, hogy a
szenzoros rendszerek vizsgalata esetében kicsit konnyebb lehet a helyzet.
Ingereljuk a rendszert, és kozvetlenll megfigyelhetjik, hogy mi torténik.
Akkoriban a szenzoros rendszerek kozll a fajdalomérzékelés tint a legkevésbé
feltart terlletnek. A fajdalomkutatékat, akik kozott akkor még nem sok
molekularis biolégus akadt, olyan dolgok érdekelték, mint példaul a capsaicin.
Addigra mar elég sokat tanultam ezekrdl a dolgokrdl, hogy lassam, a capsaicinre
ugy tekintenek, mint a Szent Gralra. Azt sejtettem, hogy az idegsejtek capsaicin
érzékenységét a szenzoros neuronokban a mar altalunk korabban kimutatott
ioncsatornakhoz, a P2X purinerg receptorokhoz vagy a 5-HT3 szerotonin
receptor altipushoz hasonléan valamilyen még ismeretlen ioncsatorna
kozvetitheti. Emlékeztetnék arra, hogy abban az idoben a genomika még
kezdetleges volt, és egyaltaldn nem volt egyszer(i egy Uj gént/fehérjét
beazonositani. A fajdalom kutatdk kemény munkaval egymas utan azonositottak
Ujabb és Ujabb P2X és 5-HT receptor altipusokat az érzé neuronokbdl. Es minden
egyes alkalommal, amikor egy U(j tipust felfedeztek, rogton arra voltak
kivancsiak, hogy vajon mutat-e az Uj molekula capsaicin érzékenységet? Mi is
probalgattuk ezt egy darabig, de azutan arra gondoltam, hogy tenni kell egy
|épést hatra, és nem csak azokat a receptorokat kell vizsgalni, amelyeket mar
ismerink és a kezlinkben vannak, hanem valami gybdkeresen Ujat. Ugyanakkor
volt némi bizonytalansag és kockazat is a dologban. Egészen addig, amig nem
kldnoztuk a capsaicin receptort, szamos olyan kézlemény jelent meg, amelyek
megkérddjelezték a capsaicin specifikus receptoridlis hatasat. Ilyen el6zmények
utan jol emlékszem arra a pillanatra, amikor a végsé déntésem megsziletett.
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Egyszer egy szupermarket fliszerekkel tomott polcai el6tt acsorogtam
(gondolataimba mertlve). Majd elGkertlt Holly, a feleségem (Holly Ingraham, az
UCSF professzora), és latva a tOprengésemet, azt mondta: ,Ez egy nagyon
érdekes probléma! Hagyd abba a tokolést, és prébald meg, vagj bele!” Akkor
hataroztam el, hogy megprébalom beazonositani a capsaicin receptort.
Akkoriban Mike (Michael Caterina) éppen a GABA receptorokkal foglalkozott,
azonban tudomdasomra jutott, hogy Benny Bentlerék megtalaltak és
azonositottdk a GABAB receptort. Mondtam neki: ,Tudod mit? Probaljuk meg ezt
a capsaicin dolgot! Vagy azt kockaztatod, hogy még dolgozol egy darabig a
GABA receptoron, amit majd masok hamarabb lekdzolnek, vagy most
belevagunk egy teljesen Uj dologba!” Végil az utébbi mellett dontott.” [55].

David Julius, Michael Caterina és munkatarsaik a capsaicin receptor
azonositasara, a lehetséges cDNS klénok izolalasara funkcionalis szkrinelési
stratégiat alkalmaztak [52, 56]. Az emlOs sejt expresszids klonozasi stratégia
alkalmazasat az tette lehetdvé, hogy szenzoros neuronokban a capsaicin
robosztus kalcium akkumulaciét okoz in vivo [30, 31] és in vitro [57].
Feltételezték, hogy a capsaicin receptort kifejez6 cDNS ezt a tulajdonsagot nem-
neuronalis sejtekre is atviszi, és ezekben capsaicin hatdsara intracellularis
kalcium akkumulaciét detektalhatnak raciometrikus kalcium imaging
technikaval. Ezért egér és patkany hatsdgyoki ganglionsejtekdl készitett kevert
poly-adenylalt mRNS frakciot izoldltak, majd ebbdl plazmid cDNS konyvtarat
hoztak létre, amelynek 2,4 x 10° klénjat 144 alkényvtarba osztottak szét. Az igy
|étrejott alkonyvtarakat HEK293 sejtvonal sejtjeibe transzfektaltdk, és a
sejtkultirakat capsaicin adasaval tesztelték a kalcium akkumulacié igazolasara.
Az egyes kulturdk tehat olyan sejteket tartalmaztak, amelyek a transzfekcidhoz
hasznalt 5-10000 kilénb6z6 plazmidbdl szamos (de nem az dsszes) plazmidnak
megfelel6 fehérjét expresszaltak egy, a sejtre jellemzd egyéni kombinacidban.
Azokbdl a sejtkulturdkbdl, amelyek capsaicin hatdsara reagald sejteket
tartalmaztak, Ujabb 10 cDNS alkonyvtarat készitettek, és ezeket ismét transz-
fektaltak naiv HEK293 sejtkulturakba, majd tesztelték capsaicin érzékeny-
séglket. Ezt a ciklust tobbszor ismételve lehetévé valt a capsaicin receptort
kddolo gén felszaporitasa és a receptorra negativ klénok eliminacidja. Végul a
capsaicin érzékeny HEK293 sejtekbdl egy VR1 klonnak nevezett 3 kilébazispar
hosszU DNS szekvenciat sikerilt azonositani. A szekvencia egy 838 aminosav
hosszUsagu, 95 kDa molekulatdmegl fehérjét kodol, amely N- és C-terminusa
egy-egy hosszabb intracellularis, valamint 6 transzmembran domént tartalmaz.
Az 5. és a 6. transzmembran domén kozott egy rovid hidroféb szekvenciat
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akkor elérhet6 fehérjeadatbazisokban végzett homoldgia kutatasi vizsgalatok
kimutattak, hogy a klonozott fehérje jelentds strukturalis hasonlésagot mutatott
a korabban Drosophilabdl izoldlt tranziens receptorpotencial receptor (TRP)
molekuldkkal. Az elmult tébb mint két évtizedben a Julius laborbdl szamos,
igényesen megtervezett és elegansan kivitelezett, a legmodernebb technikakat
felvonultatd kozlemény jelent meg [58-62]. Ezek részletes ismertetése nem
célja ennek a kozlésnek, de megemlitjik, hogy TRPV1 knock-out egereket
felhasznalva jellemezték a receptor mikodéséhez kotott funkcidokat [58] és
kryoelektronmikroszkopos vizsgalatokban feltartak a TRPV1 receptor struktu-
ralis szervezodését [63, 64].

Késbbb bebizonyosodott, hogy tovabbi, a VR1-hez hasonld, részben héérzékeny
TRP-csatorndk is jelen vannak emlds sejtekben; ezeket a TRP csatornak vanilloid
csaladjahoz soroltdk, utalva a capsaicinre és mas VR1 agonistakra jellemzd
vanilloid csoport jelenlétére [65].

Ardem Patapoutian és munkatarsai felfedezésében, a piezo receptorok azono-
sitdasaban is fontos szerepe volt a funkcionalis klonozasi technikdknak; ebben az
esetben azonban mar modernebb eljarasokat is hasznaltak [56, 66]. Részben
ennek is kOszonhet6 a piezo csatornak sikeres azonositasa, ugyanis ezeket a
csatornakat olyan nagy fehérjék alkotjak, amelyek kodold6 mRNS-ei extrém nagy
méretlik miatt gyakorlatilag alkalmatlanok a klasszikus cDNS kényvtar stratégia
felhasznalasaval torténd expresszids klénozasra [56]. A differencialis klénozas
technika segitségével azonban RNS-microarray chipek felhasznalasaval és
bioinformatikai mddszerekkel azonositottak olyan géneket, amelyek mechano-
szenzitiv eml6s sejtvonalakban (végll a Neuro2A egér neuroblasztoma
sejtvonalat hasznaltdk) jelen vannak, de nem expresszalédnak mechano-
inszenzitiv sejtvonalakban. A potencidlisan mechanoszenzitiv fehérjéket kédold
szekvencidkat RNS chip technikaval azonositottak; olyan géneket kerestek,
amelyek legalabb 2 transzmembran domént kddolnak, illetve ismert kation
csatornakat, vagy még ismeretlen funkciéval rendelkeznek. Az igy azonositott
teljes génszekvencidk szelektiv csendesitését a Neuro2A sejtvonalba torténd
specifikus siRNS transzfektaldsaval végezték. Ezt kovetden tesztelték a
transzfektdlt sejtek mechanikai érzékenységét. Szamos (72) potencialis mRNS
tesztelését kovetben végll igazolodott, hogy a Fam38A szekvenciaként ismert
gén csendesitésével szelektiven gatolhatd volt a mechanoszenzitiv sejtek
valaszkészsége; ezzel igazolddott, hogy a piezol-nek nevezett fehérje
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onmagaban elegend6 a sejtek mechanoszenzitivitdsanak biztositasahoz.
Kimutattak tovabba, hogy a strukturdlis analdg Fam38B fehérje szintén
mechanoszenzitiv ioncsatornaként funkcional, ezért ezt a csatornat piezo2-nek
nevezték el. A kés6bbi vizsgalatok igazoltak, hogy ez az utébbi tipus az, amely
expresszalédik az emlds szenzoros neuronok egy jol meghatarozott

&N

a Merkel sejtekben is [67], és szerepe van a szomatoszenzoros rendszer
mechanoszenzitiv funkcidinak biztositdsaban. Mind a kiindulasi sejtvonalak,
mind a transzfektalt sejtek vizsgalataban kulcsszerepe volt azoknak a technikai
fejlesztéseknek, amelyek lehetévé tették, hogy a cellularis elektrofizioldgiai
vizsgdlat soran a sejtek membranjat kontrollalt mddon deformaljdak egy
piezoelektromos ingerlével [66].

Maguk a piezo csatornak nagyon egyedi molekulaszerkezettel rendelkeznek. A
vizsgalatok szerint a piezo alegységek kb. 2500 aminosavbdl allnak, egy
alegység 38 transzmembran hélixet tartalmaz. Az alegységek a sejt-
membranban jellegzetes homotrimér komplexumot alkotnak, propeller-szeri
megjelenéssel [68]. Nyugalmi kortilmények kozott a propeller ,lemezei” gorbilt
alakot vesznek fel, és a fehérje kornyezetében a sejtmembran bemélyed (,,nano-
bowl”). A membran mechanikai deformalasa fokozza a membran sikjdban a
feszlllést, a karok kiegyenesednek és a konformacié valtozas valdszinlileg
szlikséges a csatorna pérusanak nyitasahoz. Bar a molekularis folyamatok még
nem tisztazottak minden részleteikben, a csatorna sajatsagos szerkezete és a
sejtmembran nagy teriletét lefed6 kiterjedése nyilvanvaldva teszi a fehérje sejt
szintd mechano-transzdukcidoban betoltott szerepét [69].

A klénozott capsaicin receptor fehérje funkcionalis elektrofizioldgiai vizsgalata
szamos szempontbdl igazolta azokat a varakozasokat és feltételezéseket,
amelyek a capsaicin-érzékeny elsddleges érz6 neuronok korabbi funkcionalis
(elektrofizioldgiai) vizsgalataibdl szarmazd kisérletes eredmények mar
valdszin(sitettek [57, 70, 71]. A VR1 receptort heteroldg expresszios rendszer-
ben (Xenopus laevis oocyta) expresszaltatva, a teljes sejt (whole cell)
feszlltségzar technikat alkalmazva kimutattdk, hogy negativ nyugalmi
membranpotencidlon mérve mind a capsaicin, mind a capsaicin analdg
resiniferatoxin (RTX) dézis fliggé befelé iranyuld transzmembran aramokat
indukal. A korabbi, szenzoros neuronokon végzett megfigyelésekhez hasonldan
a capsaicin EC, koncentracidja ~700 nM-nak adddott, az RTX, mint ultrapotens
agonista kb. 20x alacsonyabb koncentraciéban valtott ki hasonld aktivaciot.
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Igazolddott tovabba, hogy ezeket az iondramokat mind a kompetitiv antagonista
capsazepine, mind a nem kompetitiv antagonista ruténium voroés kivédi. Erdekes
megfigyelés, hogy az in vitro expresszaltatott VR1 receptor a szubjektiv
pszichofizioldgiai mérések alapjan csipdsségi sorrendbe (Scoville skala) allitott
paprikafajtakbol készitett alkoholos extraktumokkal stimuldlva nagyon jo
egyezéssel aranyossagot mutatott a kivaltott iondram amplitiddja és a
szubjektiven medgfigyelt ,csipésség” tekintetében. Igazoltdk tovabba, hogy a
VR1 cDNS HEK293 sejtekbe torténd transzfekciojat kovetben a transzfektalt
sejtekben csak a capsaicin okozott aktivalédast (kalcium akkumulaciot), de a
sejtek érzéketlennek bizonyultak szamos ismert, a nociceptorok aktivacojat
kivaltd kémiai algogénnel szemben, mint pl. az adenozin-trifoszfat, hisztamin,
szerotonin, acetilkolin, glutaminsav, bradykinin, P-anyag (substance-P) és a
hiperozmolaris séoldat [52, 59] .

Az emlGs sejtvonalon végzett teljes sejt fesziltségzar vizsgalatok igazoltak
tovabba, hogy mig ionos kalcium jelenlétében az ismételt capsaicin
adminisztracié soradn a capsaicinnel kivaltott ionaram amplitiddéjanak gyors
csOkkenése, a receptor deszenzitizacidéja figyelhet6 meg, kalcium mentes
kozegben az ismételt capsaicin adast kovetéen hasonld deszenzitizacids
tendenciat nem figyeltek meg. A capsaicinnel kivaltott ionaram feszlltség
és 0 mV kozeli forduldsi potencialjat, ami a kldonozott VR1 csatorna nem szelektiv
kation permeabilitasara utalt. Az ion-helyettesitéses vizsgalatokban megalla-
pitottak, hogy a csatorna nagyon magas relativ permeabilitassal rendelkezik a
kalcium ionok tekintetében, de permeabilis magnézium, natrium, kalium és
cézium ionokra is. A magas kalcium permeabilitds 6sszemérheté az NMDA
glutamat és a nikotinerg a7 acetilkolin receptoroknal megfigyelt értékekkel. A
capsaicinnel kivaltott membran aram ezen tulajdonsagai 6sszhangban vannak
az izolalt hatségyoki ganglionsejteken végzett korabbi elektrofizioldgiai
vizsgalatok eredményeivel [57, 70-72].

A VR1 transzfektalt HEK293 sejtek sejtmembranjabdl izolalt membran ,foltokon”
végzett egy-csatorna (single channel) mérések igazoltdk, hogy a capsaicin
applikacié egységes amplituddju ionaramokat aktivalt, ami igazolta, hogy a
capsaicin receptor egy olyan ioncsatorna, amely capsaicin hatasara szolubilis
citoplazmatikus faktoroktél fliggetlenil képes aktivalodni. Az egy-csatorna
mérések igazoltdk tovabba, hogy ezek a csatorna aramok f6 jellemzGiket
tekintve (rektifikacid, fordulasi potencidl) megegyeznek a teljes sejt mérésekkel
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szerzett adatokkal, illetve a korabban a nativ szenzoros neuronokon végzett
mérések eredményeivel. A capsaicin mind az izolalt membran kilsé (outside-
out) mind a bels6 felszinére (inside-out) applikalva aktivalta a csatornat, ami
nem zarja ki a capsaicin feltételezett koét6helyét a csatorna intracellularis
felszinén, tekintettel a molekula hidroféb jellegébdl kdvetkezé nagyfoku lipid
(membran) permeabilitasara.

A VR1 transzfektalt HEK293 sejteken igazoltdk, hogy magas, 3 uM capsaicinnel
torténd tobb o6ras inkubalds soran a sejtek nekrotikus jelleg(i karosodasa és
elhaldsa detektalhatd, amely valdszinlileg a kalcium nagymérték( bedaramlasnak
korabbi eredményekkel, miszerint in vivo a capsaicinnel kivaltott érz6 neuron
degeneracié soran, hisztokémiailag és “°Ca?* autoradiografidval nagyfoku
intracellularis kalcium akkumulaci6 mutathatdé ki a capsaicin-szenzitiv érz6
ganglionsejtekben [30, 31]. Megjegyzendd, hogy az in vitro rendszerekben a
VR1 ioncsatorna expresszidja sokszorosa lehet a fizioldgias kortilmények kozott
a szenzoros neuronok altal expresszalt csatornafehérje mennyiségének, igy a
akkumulacioé felilmulhatja a hasonld koérilmények kozott a nativ sejtekben mért
valtozasok mértékét.

Northern blot és in situ hybridizacios technikaval igazoltak, hogy a VR1 receptort
kédold mRNS kimutathatd egér hatségyoki és trigeminus ganglionsejtek egy
elsGsorban a kis és kozepes, feltehetéen nociceptiv neuronokban volt detek-
talhat6. Nem mutattak ki mRNS szignalt a gerincveld hatsé szarvaban, ami arra
utal, hogy a korabbi kisérletekben megfigyelt RTX kotés [54], és axon terminalis
degeneracio [29, 32, 73] ezen a terlleten az ide projicialé capsaicin-érzékeny
idegvégz6déseken preszinaptikusan lokalizalodd VR1 receptorokkal hozhaté
osszefliggésbe.

A capsaicin érzékeny neuronokban korabbi vizsgdlatok is kimutattak fajdalmas
héingerekkel aktivalhaté ionaramokat. A VR1 transzfektalt HEK293 sejteket
rovid idejl hbéingerekkel (max. 45 °C) stimuldlva jelentds kalcium akkumulacio
volt medfigyelheté a sejtekben. A sejtek a rovid hdingerlést kovetden
megorizték életképességiiket és a késObbi capsaicin ingerléssel szembeni
érzékenységiket, igazolva, hogy a hdingerlés VR1 fiigg6é specifikus valasz-

-7 s
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kozvetlen karosodasat. A fesziltségzar kisérletek igazoltak, hogy a rovid
hdingerek a capsaicin aktivaciohoz hasonlé amplitidéju, befelé rektifikald és
ismételt hO stimulaciora deszenzitizdld, nem szelektiv kation bearamlast

-7 s

Ezekbdl a megfigyelésekbdl arra kovetkeztettek, hogy a VR1 csatorna ho-
érzékeny transzducer molekulanak tekinthet6. A VR1 expresszié nem emlés sejt
kornyezetben (VR1 transzfektalt Xenopus oocyta) is hasonld, hdaktivalt
aramokat indukalt, amelyeket a capsaicin nem kompetitiv gatldszere, a
ruténium voros alkalmazasa a capsaicin valaszhoz hasonlé mértékben gatolt.
Ezek a megfigyelések 6sszhangban vannak azokkal a korabbi feltételezésekkel,
hogy a capsaicin receptora a fajdalmas hdingerek lehetséges molekularis
transzducere, ugyanakkor a capsaicin receptor nem esszenciadlis a nem-
fajdalmas hdingerek érzékeléséhez. Ma mar ismert, hogy a capsaicin receptor
mas TRP csatornakkal heteromer fehérjekomplexeket is képezhet, és
egylttesen felel0sek a h6érzékelés szignalizaciojaért [74, 75].

A gyulladasos és iszkémids szoveti reakciok az intersticium helyi savasodasahoz
vezetnek, és szubjektiv tinetként fajdalommal is jarnak. Kordbbi vizsgalatok
mar felvetették, hogy a proton koncentracié szoveti emelkedése a feltételezett
capsaicin (vanilloid) receptor aktivaléddasahoz vagy funkciéjanak modosulasahoz
vezet. Mivel a VR1 Xenopus laevis oocytakban torténd expresszidjat kovetden a
vizsgalt sejtek csak kb. 10%-ban mutattak ki pH fligg6 aktivacioét (pH 7,6-5,5),
arra kovetkeztettek, hogy a proton nem kozvetlen aktivatora a VR1 csator-
nanak. Szubmaximalis (300 nM) capsaicinnel kivaltott iondram amplitiddjat
azonban a savas pH (pH 6,3) reverzibilis mdédon a tobbszordsére fokozta,
igazolva, hogy a protonok jelenléte jelentés mértékben fokozza a capsaicin
valaszt és befolyasolja a receptor aktivaciot [52].

A legfontosabb megallapitasokat a kovetkez6kben foglalhatjuk 6ssze:

1) Igazoltak, hogy a VR1/capsaicin (késobb TRPV1-nek elnevezett) receptor a
capsaicin (és egyéb vanilloidok) membran receptora, amely egy nem szelektiv
kation csatorna;

2) A VR1 szerkezeti hasonlésagot mutat a TRP csatornakkal, és ezekhez
hasonldan nagyfoku kalcium permeabilitdssal rendelkezik;

3) A vanilloid természetli kémiai aktivatorokon kiviil a csatorna h6 érzékeny a
fajdalmat kelté meleg hémeérséklet-tartomanyban (> 43°C);
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4) Feltételezhet6é egyéb, nem kalcium fliggd és capsaicin-inszenzitiv termo-
szenzitiv mechanizmusok/ioncsatornak létezése, és nem igazolt, csak valdszind,
hogy a hOmérséklet érzékenység a VR1 csatorna intrinszik fizikai tulajdon-
sagaibdl szarmazik;

5) Bar a kisérletek nem igazoltdk egyértelmliien a VR1 protonokkal torténd
cirozta (el6zetes eredmények szerint a ho stimulusra adott valaszt is). A VR1
aktivacié szerepet jatszhat a gyulladasos hiperalgézia kialakulasaért (ezt azéta
tobbszorésen igazoltak).

6) A VR1 receptor aktivaldddsa a VR1 receptort kifejezd sejtekre direkt
citotoxikus hatast fejt ki.

7) A VR1 receptor Ujtipusu fajdalomcsillapitd vegytletek célpontja lehet.

A capsaicin receptor molekularis természetének tisztdzasa korszakos felfedezés
nemcsak a ho- és fajdalomérzés molekularis mechanizmusainak megismerése,
hanem Uj tipusu, kozvetlenll a nociceptiv érz6 neuronokon hatd fajdalom-
csillapitd szerek kifejlesztésének lehet6sége szempontjabdl is. Ilyen 0j tipusu
».hociceptor analgéziat” [76] TRPV1 agonistdk és antagonistak egyarant
eldidézhetnek [77, 78]; utdbbiak fejlesztésére tdbb nagy gydgyszergyar is
ambicidzus projekteket inditott. Egyeldre azonban, elsésorban a TRPV1
antagonistdk hypertermias hatasa miatt ezek a vegylletek a human
medicindban nem alkalmazhatok [79-81]. Ujabban azonban biztaté ered-
ményekrdl szamoltak be hasonldé mellékhatasokkal nem rendelkez6 TRPV1
antagonistak fejlesztésérol [82, 83]. Az Uj tipusu fajdalomcsillapitéd vegyiletek
iranti érdekl6dés folottébb indokolt. A modern farmakoldgiai tankdnyvek
vonatkozd fejezetei nem sok uUjdonsaggal szolgdlnak: az elmult 6tven évben
kevés Uj szer kerllt bevezetésre a klinikai gyakorlatba: a gold standard még
mindig a morphin és szarmazékai; jol illusztralja ezt William Osler kiemelkedd
kanadai orvos, a Johns Hopkins Medical School egyik alapité atyja nem éppen
Ujkelet(, de maig érvényes megallapitasa: ,Morphine is, as expected of God'’s
own medicine, very hard to beat”. Rendelkezésre allnak még a nem-steroid
gyulladasgatlok (NSAID), az antidepresszansok és antiepilepticumok [84].
Kozismert, hogy ezen vegylletek kozil egy sem tekintheté idealis
fajdalomcsillapitonak. Az utébbi két évtizedben megismert, specifikusan a
fadjdalomérz6 elsOdleges érz6 neuronokban kifejez6d6 ioncsatornak
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befolyasolasa lehet6ségeket rejt (j tipusu fajdalomcsillapitdé vegylletek
kifejlesztésére. Eddig azonban ezek az erdfeszitések nem hoztak latvanyos
sikereket. A TRPV1 receptor m(ikoédését befolyasold készitmények kozil egy
capsaicint magas koncentraciéban tartalmazé tapasz kerilt bevezetésre a
klinikai gyakorlatban. Es ez sem nevezhetd igazan Ujdonsdgnak. Nem lehet
kétséges azonban, hogy a fajdalomérzés molekularis alapjainak megismerése a
nem tul tavoli jovoben elvezethet Uj tipusu analgetikumok kifejlesztéséhez.

Az idei Nobel-dijjal kapcsolatban a capsaicin, mint kisérleti eszkdz jelent6ségét
nem lehet tulhangsulyozni. A capsaicin szelektiv szenzoros izgatd,
deszenzibilizalé és neurotoxikus hatasanak felismerése alapvet6en jarult hozza
a capsaicin receptor molekularis azonositdsahoz. Szegedi eredményeink
elismerését jelzi, hogy a Nobel honlapon a David Julius munkajat méltato
cikkben (https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2021/advanced-informa-
tion/) hivatkoznak 1977-es Nature cikkliinkre. A magyar kutatdk eredményeit
méltatva David Julius Kavli-dijjal torténd kitlintetése alkalmaval pedig a
kovetkezOképpen nyilatkozott: ,Jancsé and his team in Hungary had famously
shown that capsaicin, the pungent principle in chili peppers, was an excitatory
agent for a subset of somatosensory neurons, making capsaicin sensitivity a
defining functional hallmark of nociceptors. Thus, identifying a mythical
capsaicin receptor became something of a Holy Grail in the pain field, but also a
frustratingly elusive goal” [85]. David Julius Nobel El6adasaban is kiemelte a
szegedi kutaték eredeti megfigyeléseinek jelentéségét, amit a Jancsé
hazasparrol készitett fényképpel, Pérszasz Janos és ifj. Jancsd Miklds publika-
cidjaval [13], valamint Nature cikklink [29] bemutatdsaval is illusztralt [https:/
/www.youtube.com/watch?v=4TkmSJnhcFo].

A kutatdmunkaban a megfeleld kisérleti modell vagy farmakon megtaldlasa az
eredeti megfigyelések sine qua non-ja. Otto Loewi, grazi farmakoldgus
professzor, aki a kémiai ingerlletatvitel egyértelm( kisérletes bizonyitasaért
kapott Nobel-dijat, azt tartotta, hogy a farmakonok kisérleti alkalmazasanak
igazi jelentésége az, hogy segitségiikkel élettani jelenségek mechanizmusait
tarhatjuk fel [86]. A capsaicin alkalmazasa erre kitlin6 iskolapélda. A megfelel6
modell jelentéségét fényesen példazta a tintahal érids axonjanak alkalmazdasa
az akcids potencial ionalis mechanizmusanak feltardsaban. Az ismert anekdota
szerint egy kongresszusi vacsoran, ahol Alan Hodgkin - aki Andrew Huxley-vel
egyltt kapott ezekért a felismerésekért Nobel-dijat - is jelen volt, egy kitlin6
neurofiziolégus koszonté beszédében azt taldlta mondani, hogy a Nobel-dijat
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valéjaban a tintahalnak kellett volna kapnia (,It's the squid that really ought to
be given the Nobel Prize”, [87]). Hasonldképpen nem jarunk messze az
igazsagtdél, ha kijelentjik, hogy az idei Nobel-dijat a capsaicinnek kellett volna
itélni.

Koszonetnyilvanitas
A kozlemény elkészitésének feltételeit a Szent-Gyorgyi Albert Kari Oktatasi
Tamogatas és az OTKA 138568K palyazat biztositotta.
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Ly

Jancso Gabor altalanos orvosi diplomajat Szegeden szerezte 1972-ben. Munka-
tarsaival els6ként ismerte fel a capsaicin elsodleges érzé neuronokra kifejtett
szelektiv neurotoxikus/neurodegenerativ hatasat és morfoldgiailag identifikalta a
fajdalomérzésben alapvetd szerepet jatszo érzé neuronrendszert. Az orvos-
tudomany doktora cimet 1995-ben szerezte meg, egyetemi tanarrd 1995-ben
nevezték ki (tanszékvezeté 2009-2013), 2018-tol professor emeritus. Koézle-
mények (in extenso) szama: 149, Osszesitett impakt faktor: > 300; fiiggetlen
hivatkozas: 4725; Hirsch index: 38.

Santha Péter a szegedi Szent-Gydérgyi Albert Orvostudomanyi Egyetemen
szerzett altalanos orvosi diplomat 1995-ben. Végzés utan az egyetem Elettani
Intézetében kezdte PhD 6szténdijas tanulmanyait Prof. Dr. ,LJancsé Gabor
témavezetése mellett. Jelenleg az Szegedi Tudomanyegyetem Elettani Intéze-
tének docense, a Funkcionalis Neuromorfoldgiai Laboratorium munkatarsa. Kuta-
tasi terilete a perifériags és spinalis nociceptiv folyamatok tanulmanyozasa.
Erdekl6désének kézéppontjaban a membran glikoszfingolipidek periférias ideg-
sériiléseket kéveté morfologiai jelenségek és szenzoros funkciézavarok mecha-

Whii=% nizmusaban betoltott szerepének kutatasa all.
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FEHERJE MERETU MOLEKULAK HUMAN SEJTEKBE JUTTATASA
LIPID-RAFT MEDIALT ENDOCITOZISSAL

Hetényi Anasztazia', Imre Norbert!, Szabo Enik6?, Bodnar Brigitta*,
Szkalisity Abel3 Grof Ilona“ Bogsik Alexandra"
Deli A. Maria?, Horvath Péter3, Cz:bula Agnes?, Monostorl Eva?,
Martinek A. Tamas?
!SZTE, SZAOK, Orvosi Vegytani Intézet, 2ELKH-SZBK, Genetika Intézet,
3ELKH-SZBK Biokémiai Intézet, 4ELKH-SZBK BlOlelkal Intézet

Osszefoglalé

Fehérje-fehérje kblcsonhatasok rendkiviil fontos szerepet téltenek be, mind a
fizioldgias, mind a patofizioldgias folyamatokban, ezért hatékony befolydsolasuk
kulcsfontossdaglu a gyodgyszeripar szamara. Szikség van olyan moddszerek
kidolgozdsara, amelyek segitségével fehérjeméret( hatdanyagokat juttathatunk
el az intracelluldris célpontjaikhoz. Egyes virusos és bakteridlis fehérjék
funkcionalis formaban kénnyen internalizalédnak a lipid-raft medialt/kaveolaris
endocitozissal, de ennek a folyamatnak a terdpidsan relevans koncentracidju
fehérje rakomanyokkal torténd utanzdsa nagy kihivast jelent. Ebben a
munkaban a WYKYW pentapeptid szekvenciat vizsgaltuk, amely specifikusan
kotddik a gangliozid GM1 glikan részéhez (K, = 24 nM). A WYKYW ugy segiti eld
a fehérjék GM1-fliggd endocitézisat, hogy a rakomanyt terheld kaveoszémak
nem fuziondlnak lizoszémakkal. A szerkezetileg sértetlen immunglobulin G
komplex (580 kDa) sikeresen bejutott az él6 Hela sejtekbe 20-160 nm kozotti
extracellularis koncentracié mellett, és megfigyelhetd volt a rakomanyfehérjék
kiszokése a citoszolba. A révid WYKYW-tag egy eldnyds endocitdzis Gtvalaszto
szekvencia a terdpias makromolekulak lipid raft-medidlt sejtbe juttatasdhoz,
kalonosen a GM1-et tulzottan expresszald rakos sejtek esetében.

Bevezetés

Napjainkban a gyogyszerfejlesztés egyik legnagyobb kihivasa az emldsok
sejtmembranja, mivel olyan gatat jelent, amely tobbnyire athatolhatatlan az
olyan extracellularis fehérjék szamara, amelyeknek szerepik lehet, mint
specifikus, hatasos és biztonsagos gydgyszerek [1, 2]. A fehérjeméretl
hatéanyagok internalizacidja elérhetd lipid-raft medialt endicitdzissal [3, 4],
mely Utvonalon gyakran kozlekednek endogén fehérjék [5], bakteridlis toxinok
(kolera és tetanusz) [6], illetve virusok (egér és polidmavirus [7], valamint
echovirus 1 [8]). Ennek a klatrin-figgetlen uUtvonalnak az elénye, hogy az
endoszémak csak nagyon hosszu id6 utdn egyesililnek a lizoszomakkal, sok
esetben azonban ez el is marad. Ez az endocitotikus folyamat egy fontos célpont
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a funkcionalis, degradacié mentes fehérjebevitelre, hiszen a képzddo ,szivargo”
endoszomak lehetOséget biztositanak a rakomany kiszabaduldsara. A lipid
betliremkedések és kaveolak felszine gazdagon boritott glikoszfingolipidekkel,
foként mono-, di-, és triszialotetrahexozil-gangliozidokkal (GM1, GD1a, GT1b),
amelyek a f6 receptorai az igy bejutd molekulaknak. A gangliozidokhoz valé
kotédés és a gangliozidok kotegelése olyan endocitotikus folyamatot indit el [9,
10], ahol a lizoszémalis lebomlas csekély, ezaltal lehetdvé teszik a fehérjéknek,
hogy eljussanak a sejtplazméaba [11], vagy transzcitdzissal mas sejtekbe [12,
13]. A jelenleg elérhetd sejtbejuttaté rendszereknek szamos hatranyat
ismerjik: a rakomany lizoszémaba keril és lebomlik, esetleg az alkalmazandd
koncentracidé tul nagy, terapiasan irrelevans. A hatranyokat kikliszobolhetjik, ha
megértjik annak modjat, hogy miként valtanak ki a gangliozidok endocitézist
[14]. Ennek ismeretében tudjuk empirikusan értelmezni a glikan-kodot, és azt
tudatosan alkalmazhatjuk késbébbi sejtbejuttatd rendszerek tervezésénél [15,
16]. A kilonb6z6 gangliozid-koté molekuldk azonositdsat célzé kutatasok mar
munkank el6tt elkezd6dtek, azonban a nagyaffinitdsi molekularis felismerés
még varat magara. A GM1 gangliozidhoz kété molekulak kilénésen érdekesek
lehetnek, mert bar szamos emlGssejt expresszalja a molekulat, kilonféle
tumorokban feldusulnak [17, 18]. A fehérje alapu terdpidakban az extracellularis
koncentraciétartomany jellemz6en 100-500 nM [19], tehat egy nagyaffinitasu
kotédés sziikséges ahhoz, hogy megfeleld sejtmembranban vald dusulast érjink
el, lehetdvé téve a hatdanyagok kell6 mértékben valdé bedramlasat.

Célul tlztik ki, hogy nanomolaris koncentracidoban juttassunk be human
sejtekbe fehérje méret(i molekulakat lipid-raft medialt endocitdzissal. Kerestiink
egy rovid peptidet - egy nem mérgezé minimalis motivumot -, amely képes
specifikusan a makromolekuldris rakomanyat egy olyan belépési Utvonalhoz
irdnyitani, amely utadnozza a virusok és bakteridlis toxinok gangliozidok altal
kozvetitett internalizacidjat a fo lipid atvonalon/kaveoldris GM1-en keresztil.
Egy szerkezetileg joél definiadlt receptorra fokuszalva és az interakcidé alapos
biofizikai jellemzésével azt tlztik ki célul, hogy utat nyitunk a szerkezet alapu
tervezés felé, ami ritka megkozelités a fehérje célba juttatasnal [20, 21].
Kimutattuk, hogy egy pentapeptid szekvencia (WYKYW) kis nanomolaris
affinitdssal specifikusan koti a GM1 szénhidrat részét. Ennek a révid endocitdzist
irdnyitd peptidnek a nagy fehérjékhez valé kozvetlen kapcsoldsa elGsegitette a
makromolekuldk lipid-raft medialt/kaveolaris endocitdzisat terdpiasan relevans
nanomolaris koncentraciékban, és igy elkerlilte az endoszomalis csapdazdédast
és a lizoszémalis lebomlast.
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Mddszerek

Izotermalis titralé kalorimetria (ITC)

A szintetizalt peptidekkel, peptid-konjugatumokkal és a megcélzott ganglio-
zidokkal (GM1, aszialo-GM1, GM3) izotermalis titrald kalorimetriat végeztiink
egy MicroCal VP-ITC kaloriméter segitségével. A gangliozid-dodecilfoszfokolin
1:5 bicelldkat titraltuk a peptidekhez és konjugatumaikhoz (pH 7,2, 35 °C) 15
MM gangliozid koncentraciot alkalmazva.

Fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas és analizis (FACS)

A peptidek és peptid-komplexek internalizacidjat aramldsos citometridval
mértik. A sejteket a peptidekkel vagy anélkil 37 °C-on inkubaltuk kilonb6z6
idotartamokig, majd a sejteket mostuk, és tripszin-EDTA segitségével felszedtiik
a lemezekrél. Sés foszfatpufferben tripankék és propidium-jodid hozzaadasa
utdn mértik a sejteket egy FACSCalibur aramlasi citométer segitségével. Az
adatokat a Flowlo™ szoftver segitségével értékeltik ki. Az in vitro kompeticids
vizsgalathoz Jurkat sejteket kezeltlink a peptidekkel, mikdzben a hozzdadott
galektin-1 koncentracidkat valtoztattuk. Az endocitézis inhibitorokkal valo
kisérletben a Hela sejteket eldinkubaltuk 37 °C-on metil-B-ciklodextrinnel,
wortmanninnal vagy klérpromazinnal. A citometrids mérés elvégzése elott a
sejteket 60 percig inkubaltuk a peptid komplexekkel.

Konfokalis lIézer pasztazdé mikroszkopia (CLSM)

A vizsgalt sejteket a tanulmanyozott komplexekkel kilonb6z6 koncentracidk
alkalmazasa mellett, klilonb6z6 idOhosszakig inkubaltuk 37 °C-on. Ezutan a
sejteket mostuk, majd Hoechst 33342 sejtmag-festékkel 30 percig jeloltik. A
koleratoxin kolokalizacids kisérletekben a sejteket a komplexek mellett FITC-
jelolt koleratoxin B alegységgel is inkubaltuk. Az antitestek szerkezetét célzé
kisérletekben a szokdsos inkubacio utan a sejteket paraformaldehiddel fixaltuk,
majd szaponinnal permeabilizaltuk, végul pedig Atto488-konjugalt galektin-1-
gyel kezeltlik ket 30 percen keresztlil szobahdmérsékleten. Az IgG komplexek
méréséhez a sejtmembranokat FITC-jeldlt WGA lektinnel jelenitettliik meg. FITC-
jeldlt NeutrAvidin alkalmazasakor az extracelluldris fluoreszcencia kioltasara
tripankéket hasznaltunk. A rakomany lokalizacidjanak megfigyeléséhez a
fluoreszcens festékekkel jeldlt molekulakat egy Leica SP5 AOBS konfokalis
pasztazé mikroszkdppal vizsgaltuk. A Hoechst festéshez a 405 nm-es diddat, a
FITC és Atto488 5 jelolésekhez a 488 nm-es argon lézert, az r-fikoeritrinhez és
a LysoTrackerRed festékhez az 543 nm-es HeNe |ézert, mig az Alexa Fluor 647-
konjugatumokhoz a 633 HeNe lézert hasznaltuk. Az emisszid detektaldsara
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mindig a megfeleld spektralis sz(rdt hasznaltuk.

Eredmények

A WYKYW pentapeptid nagy affinitassal és specifitassal koti a
gangliozid GM1-et

A WYKYW vezérmolekulat (1. abra) el0szor Gabius és munkatarsai [22-24]
azonositottak a Tyr-Xxx-Tyr-tartalmU pentapeptid csaldd tagjaként, amelyrdl
megfigyelték, hogy szétkapcsolja a galektin-1 - proteoglikdn kdlcsonhatasokat
[24]. Korabbi munkank soran azt talaltuk, hogy a proteoglikan-galektin-1
koélcsbnhatas gatlasanak oka a peptid kompetitiv kotddése az aszialofetuin
glikan részéhez [25]. Annak ismeretében, hogy a galektin-1 koétédik a GM1
gangliozidhoz [26], feltételeztiik, hogy a WYKYW kélcsénhatasba |ép a GM1
extracellularis glikan részével is. A fentiek ismeretében szintetizaltuk a WYKYW
peptidet, és izotermalis titrald kalorimetridval (ITC) (1. abra) megmeértik az
affinitasat és vizsgaltuk a specificitasat a klilonb6z6 gangliozidokhoz.

‘ N-acetil-a-neuraminsav

‘ N-acetil-B-D-galaktézamin

‘ B-D-galaktéz
@ s-Dglikez

{ \’\l Szfingozin + zsirsav

WYKYW peptid * GM1 aszialo-GM1 GM3
Koy (NM) 23.8+55 3063 + 150
Kpz (nM) 1647 £ 109 n.a.
nem illeszthetd
n, 0.55+£0.02 1.16 £0.01
n, 1.92+0.02 n.a.

1. abra. A kotodés célpontjaul valasztott gangliozid GM1 és szarmazékai, valamint a
WYKYW vezérmolekula szerkezete. A gangliozid-WYKYW kélcsénhatasok ITC-vel mért kétési
affinitasai (K,) és sztéchiometriai (n). A paramétereket a GM1-nél két fliggetlen kotbhely, a
GM3-nal egy kétéhely modelljéhez illesztett nemlinedris legkisebb négyzetek mddszerével
kaptuk. Asialo-GM1 esetében az ITC entalpogram nem mutatott illeszkedo jellemzbket. Forras:

[27].
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Kétlépcsds kolcsonhatas figyelhet6 meg a GM1-gyel (2.a abra), amelyben az
elsO kotési 1épcsod alacsony nanomolaris affinitdst mutatott 1:2-es GM1:WYKYW
arannyal. A masodik szakasz egy mikromolaris kblcsonhatas volt. A tiszta n-
dodecil-foszfokolinnal (DPC) végzett kontroll kisérletben nem taldltunk kdlcsoén-
hatast. A szialilcsoport eltavolitasaval (aszialo-GM1) nem kaptunk illeszthetd
eredményeket. A GM3 gangliozid esetén, (hianyzik a terminadlis B-D-
Gal(1—3)GalNAc), csak gyenge kolcsonhatas volt megfigyelhetd. Az ITC
mérések eredményeibdl megallapitottuk, hogy a WYKYW csak a GM1-et koti
meg alacsony nanomolaris affinitassal.

a WYKYW b NA(biotinyl-PEG-WYKYW), C  NA(biotinyl-Penetratin-GG-WYKYW),
Idé (min) Id& {min) Idé (min)
0 50 100 0 50 100 0 50 100
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B 0.00 W 0.00 000
ol @ 0]
g 3 3
=.020 } = .020 f = .020 }
e g S
£ -0.40 E -040 | £ -040 |
= @ ®
it} @ o
= 060 | T -060 | ‘T -060
= @ @
L 080 | S -080 | 2 -080 |
I [l [l
-1.00 -1.00 -1.00
0.00 R 0.00 g r— 0.00 e
-1.00
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2. abra. ITC entalpogramok. a) WYKYW, b) NA(biotinil-PEG-WYKYW), és c) NA(biotinil-
Penetratin-GG-WYKYW), esetén. A titréldsokat GM1:DPC 1:5 bicelldkkal végeztik, és a
neml/ne?r/s]/egk/sebb négyzetek illesztését a két fiiggetien kétéhely modellhez hajtottuk végre.
Forras: [27

A WYKYW-peptid lipid-raft medialt/kaveolaris edocitézissal juttatja be
a fehérje rakomanyt nanomolaris koncentracié mellett

A kovetkez6 |épésben teszteltik azt a hipotézist, hogy a nagy affinitasu
WYKYW-GM1 kolcsdnhatas endocitézist indukal-e, amikor a hordozé cimkét egy
fehérjéhez kapcsoljuk. Modellrakomanyként a FITC-jel6lt NeutrAvidint (NA)
valasztottuk; biotinil-PEG-WYKYW konjugatummal jel6ltik meg (3. abra), ahol
a PEG 8-amino-3,6-dioxa-oktil-borostyank6sav monomer kapcsolasaval kapott
trimer linkert jelol. Az NA négy biotinilezett szekvencidhoz kotddik, igy a
NA(biotinil-PEG-WYKYW), tetramer fehérjekonstrukciét eredményez (3.a abra).
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A WYKYW endocitézist-indukalé hatékonysagat egy referencia sejtbehatold
szekvencidhoz viszonyitva értékeltiik, amit a FITC-NA biotinil-Penetratinnal
torténd jeldlésével kaptunk: NA(biotinil-Penetratin), (3.b abra). A WYKYW és a
Penetratin additiv és szinergikus hatasanak mérésére egy biotinil-Penetratin-
GG-WYKYW kimérat (NA(biotinyl-Penetratin-GG-WYKYW),) is hasznaltunk (3.c
abra). Az ITC mérések megerdsitették, hogy a NA(biotinil-PEG-WYKYW), és
NA(biotinil-Penetratin-GG-WYKYW), 14,5 + 1,7 és 20,8 £ 2,7 nM-os K_-vel
kototte meg a GM1-et (2.b, c dbra). A kélcsdénhatds sztdéchiometridja 1:1 volt a
jelolt fehérje feleslegében. A NA(biotinil-Penetratin), nem mutatott affinitast a
GM1-hez.

A WYKYW-tartalmi konjugdtumok sejtekbe vald bejutdsanak tesztelésére
konfokalis |ézer pasztazd mikroszkopos (CLSM) kisérleteket végeztiink (3.d
abra). A 250-1000 nM kozotti extracellularis rakomanykoncentracio-
tartomanyban megfigyelhettik mind a NA(biotinyl-PEG-WYKYW),, mind a
NA(biotinyl-Penetratin-GG-WYKYW), hatékony bejutasat. Meglep6 moddon a
NA(biotinyl-Penetratin), ilyen kérilmények kézétt nem jutott be a sejtekbe (ez
a CLSM-felvételeken is lathatd).

A hordozé-rakomany konstrukcidk sejten bellli megjelenését fluoreszcencia-
aktivalt sejtvdlogatas (FACS) mérésekkel hataroztuk meg 1 pM-es rakomany-
koncentraciénal (3.e abra), tripankéket hasznalva extracellularis fluoreszcencia
kioltoként. A NA(biotinyl-PEG-WYKYW), és NA(biotinyl-Penetratin-GG-WYKYW),
bejutasi mértéke hasonld volt, mig a Penetratin-cimkézett kontroll NA(biotinyl-
Penetratin), nem jutott be a sejtekbe. A CLSM és FACS eredmények
alatamasztjak, hogy a WYKYW GM1 felismer6 szekvencia képes volt endocitodzist
kivaltani, ezzel szemben a Penetratin szekvencia nem indukalta a rakomany
endocitézisat azonos korilmények kozott (3.d,e dbra). A Penetratin jelenléte a
WYKYW-tartalmu hordozé szekvencidban szignifikdnsan nem valtoztatta a
bejutds hatékonysagat a PEG linker szarmazékhoz képest (additiv vagy
szinergikus hatdsok hidnya), ami azt jelzi, hogy a WYKYW megbizhaté
endocitdzist indukald hatassal rendelkezik, amely fliggetlen a linker kémiatol.

A lizoszomak festése 6 oOra inkubacié utdan sem mutatott kolokalizaciét a
hordozé-rakomany komplexszel (3.d abra). Ez azt jelzi, hogy a WYKYW képes
sikeresen megcélozni a lipid-raft mediadlt/kaveolaris endocitdzis Utvonalat.
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3. abra. Az a) NA(biotinil-PEG-WYKYW), b) NA(biotinil-Penetratin), és c) NA(biotinil-
Penetratin-GG-WYKYW), sematikus abrazolasa d) A konstrukciok intéfnalizéldsa kilénb6zé
koncentraciokban Hela seJtekke/ 6 dra inkubéacié utan konfokalis ézer pasztazé mikroszkoppal
meghatarozva. A FITC-jeldlt NA z6ld szinnel, a Hoechst 33342-jeldlt sejtmagok ciannal, a
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LysoTracker Reddel festett lizoszomak magenta szinnel lathatok. e) A konstruktok bejutdsa 1
UM kocentracioban Hela sejtekkel 1 6ra inkubacié utan aramlasi citometriaval meghatarozva. f)
Az endocitdzis inhibitor molekulak hatasa a bejutasra aramlasi citometriaval meghatarozva. A
HelLa sejteket wortmannin (W), klérpromazin (CP) vagy B-metil-ciklodextrin (BMCD)
inhibitorokkal 37 °C-on 30 vagy 60 percig el6inkubaltuk, majd NA (biotinil-Penetratin-GG-
WYKYW) -gyel inkubaltuk. 37 °C-on 60 percig. Kontroll kisérletet is végeztiink 4 °C-on. Minden
adatpont harom mérés atlagat abrazolja; a hibasavok az atlag standard hibdjat mutatjak. A
statisztikai elemzést egyutas varianciaanalizissel (ANOVA) végeztiik, post hoc Tukey szignifikans
kiilénbség teszttel. *p < 0,1; **p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001. Forras: [27].

A sejtbejutasi mechanizmus szelektivitasanak tovabbi alatdmasztasara endo-
citdzis gatlasi kisérleteket végeztiink NA(biotinil-Penetratin-GG-WYKYW),-nal
HelLa sejtekben. A komplex internalizacidja 4 °C-on blokkolhatd volt, vagyis a
transzlokacié energiafiiggé (3.f abra). A sejtek kiilonb6z6 endocitdzis gatlokkal
torténd el6kezelése utan azt tapasztaltuk, hogy a metil-B-ciklodextrin (MBCD),
amely egy ismert lipid-raft inhibitor, szignifikdnsan cstkkentette a komplex
bejutdasat, mig a wortmannin és a klérpromazin nem mutatott szignifikans
hatast. Ez az eredmény megerdsitette a lipid-raft medialt/kaveolaris endocitdzis
utvonalat (3.f abra), 6sszhangban azzal a ténnyel, hogy a GM1 lipid-raftokban
és kaveoldkban lokalizalédik [28]. A lipid-raft medialt mechanizmus
alatdmasztasara tovabbi kolokalizacidos kisérletet végeztiink a masodlagos
antitesten Alexa Fluor 647-tel jelolt hordozé-cargo komplexszel és FITC-jelolt
koleratoxin B alegységével. A koleratoxinrdl ismert, hogy GM1 kotéssel és lipid-
raft medialt Utvonalon jut be a sejtekbe [6]. Korrelaciét taldltunk a koleratoxin
és a hordozd-rakomany komplex jelei kdzott, ami arra utal, hogy a hordozé-
rakomany komplex lipid-raft medialt mechanizmuson keresztil jutott be a
sejtekbe.

Egyetlen WYKYW-peptid elegendé a gangliozid GM1 kotédésen
keresztiil az endocitozis kivaltasahoz

Helenius és Pelkmans ramutatott, hogy a GM1 gangliozid multivalens kotodése/
klaszterezése sziikséges a lipid-raft medialt/kaveolaris endocitdzis kivaltasahoz
[9]. Modellink hordozd-rakomany komplexének tetramer természete 6ssz-
hangban van ezzel a megfigyeléssel. Masrészt az endocitézishoz szilikséges
hordozd szekvencidk szama donté lehet, kiléndosen, ha a hordozé-cargo
komplexet rekombinans szintézissel allitjak eld. Ennek vizsgalatara teszteltliik a
monovalens CFU-Penetratin-GG-WYKYW konjugatum felvételét, amely 141 + 45
nM-os K, -t mutatott a GM1-hez. Kontrollként CFU-Penetratint hasznaltunk,
amely nem rendelkezik GM1-koétési affinitdssal. A szekvencidk human Hela és
Jurkat sejtvonalak sejtfelvételét FACS-al (4.a abra) mértik, tripankéket
hasznalva extracellularis fluoreszcencia kioltoként. A viv6éanyagokat 1 uM
koncentraciéban alkalmaztuk, ami legalabb egy nagysagrenddel alacsonyabb a
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penetratinhoz hasznalt optimalis koncentracional [29], de medfigyeltik az
onalld CFU-Penetratin sejtpenetraciojat a fehérje rakomany nélkal.
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4. abra. a) Fluoreszcensen jeldlt szekvenciak felvétele 1 uM koncentracioban Hela és Jurkat
sejteken 1 drds inkubacié utan. b) CFU-Penetratin és CFU-Penetratin-GG-WYKYW 1 uM-os
kompeticiéja a galectin-1 0-10 uM-val. ¢) A GM1 sejtfelszini expresszidja Hela és Jurkat
sejtekben = FITC-koleratoxin festéssel merve. d) A CFU-Penetratin-GG-WYKYW, biotinil-
Penetratin-GG-WYKYW és NA(biotinil-Penetratin-GG-WYKYW), citotoxicitasa 10 uM-en a Hela
sejtekre 24 ora elteltével bioimpedancia mérésekkel meghatarozva Triton X-100-at hasznaltunk
toxicitasi kontrollként. Minden adatpont harom mérés atlagat jelenti, a hibasavok pedig az atlag
standard hibdjat mutatjak. A paratlan Student t-prébat hasznaltuk az a) és c) panelen lathato
adatok statisztikai elemzéséhez: *p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
Egyutas varianciaanalizis (ANOVA) post hoc Tukey SZIgn/ﬁkans kulonbseg teszttel a d) panelben
bemutatott adatok statisztikai elemzéséhez: *p < 0,1; **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001. Forras: [27].
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A CFU-Penetratin-GG-WYKYW komplex haromszoros, illetve kétszeres noéve-
kedést mutatott a sejtpenetracid hatékonysagaban a Hela és Jurkat
sejtvonalakon, a makromolekularis rakomany nélkili CFU-Penetratinnal kapott
értékkel 6sszehasonlitva.

Az intracelluldris rakomany mennyisége kétszer akkora volt a Hela sejtekben,
mint a Jurkat sejtekben. Feltételeztiik, hogy a WYKYW sejtfliggl teljesitménye
osszefligg a GM1 sejtfelszini expresszids szintjével. A GM1 kotd koleratoxinnal 4
°C-on végzett kotddési kisérletek (ami megakadalyozza az endocitézist) azt
mutattak, hogy a Hela sejtek magasabb szint(i GM1-et expresszaltak, mint a
Jurkat sejtek (4.c abra). Ezt kdvetéen az endocitézis kdzvetlen GM1-fliggését
teszteltlik egy kompeticios kisérletben, amelyben a terminalis digalaktozidokhoz
mikromolaris affinitassal [30] kot6 galectin-1-et alkalmaztunk inhibitorként.

A galectin-1 10 pM-os koncentracidoban csokkentette a CFU-Penetratin-GG-
WYKYW felvételét a CFU-Penetratin altal elért alapszintre (4.b abra). Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy egyetlen WYKYW szegmens elegenddé a GM1
kotédésen keresztlil az endocitdzis kivaltasahoz. Az internalizalt rakomany
mennyisége korreldlt a GM1 sejtfelszini expresszids szintjével (4.c abra). A
WYKYW-tag szamos el6nyods tulajdonsagot mutatott, és a sejtes kisérletek soran
nem észleltiink citotoxicitasra utald jeleket. A CFU-Penetratin-GG-WYKYW
lehetséges citotoxicitdsat magasabb koncentracidkban is teszteltiik, és 10 pM-ig
nem volt toxikus a Hela-sejtekre (4.d abra), igy a molekula biztonsagos a
tovabbi kisérletekhez.

A WYKYW-jelolt szekvenciak képesek antitest méretii komplexeket
intracellularisan bejuttatni terapias szempontbdl relevans nanomolaris
koncentraciokban

Kovetkez6 lépésben azt vizsgadltuk, hogy a WYKYW-jelolés képes-e az
immunglobulinok terapidsan relevans csaladjaba tartozé nagy fehérje
rakomanynal endocitdzist indukalni. Terveztiink egy 580 kDa-os konstrukcidt,
amely linkerként NA-t, a WYKYW-tartalmu biotinil-PEG-WYKYW-et vagy biotinil-
Penetratin-GG-WYKYW-et, egy biotinildlt primer immunglobulin G-t és egy r-
fikoeritrin-konjugalt masodlagos antitestet tartalmazott (5.a abra).

A Hela sejteket a nagy hordozd-cargo komplexszel 3 6ran at inkubaltuk
kilénb6z6 extracellularis koncentracidkban. Célunk az volt, hogy teszteljik az
affinitdsvezérelt endocitikus anyagaramlds lehetséges alsdé hatarat; ezért a
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kisérleteket a hordozd-hub komplex affintiasahoz (K, = 21 nM) kozeli
koncentracidéban végeztik el. A felllethez kotott frakcid eltdvolitasa érdekében
a mintakat alapos mosasnak vetettliik ala jeldletlen NA(biotinil-Penetratin-GG-
WYKYW),-gyel. A hordoz6-IgG komplex a biotinil-Penetratin-GG-WYKYW konju-
gatummal 20-160 nM-es koncentracidtartomanyban internalizalédott (5. abra).
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5. abra. a) Sematikus reprezentacidja az altalunk tervezett modularis konstruktnak. b)
Mesterséges intelligencidval segitett kvantitativ elemzése a felvett CLSM képeknek. A Hela
sejtek 6 dran at voltak inkubdlva kilénb6z6 koncentracidkban a tervezett IgG komplex
molekuladval. ¢) Az IgG komplex sejtbejutasa kiilonbéz6 koncentraciokban 3 Oras inkubaciot
kévetben. Az r-fikoeritrin-konjugalt masodlagos antitest magenta szinnel, a WGA-FITC jelolt
membran zéld szinnel, a sejtmagok cian szinnel vannak megjelenitve. A kontroll sejteket r-
zkoer/tr/[r} ;<]on]uga/t masod/agos antitestet adtunk 160 nM koncentracidoban 3 déras inkubacidban.
orras:

A biotinil-PEG-WYKYW minta el6készitése soran fehérje kicsapodas volt
megfigyelhetd. Ez arra utalt, hogy a linker régid testre szabhaté szegmensként
funkcionalhat a szallité-teher komplex oldatban térténd stabilizalasara. Fontos,
hogy a kaveoszémak kozott a citoplazmaban diffuz fluoreszcenciat figyeltiink
meg, amikor a komplexet 40 nM feletti koncentraciéban alkalmaztuk, vagyis a
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rendszer képes kiszabadulni az internalizalt rekeszekbdél [31]. Az alaposabb
elemzés azt tamasztotta ald, hogy az internalizalt rakomany mennyisége 20 nM-
ban csokkent. Elvégeztiik a CLSM-képek mesterséges intelligenciaval segitett
kvantitativ elemzését (5.b abra). Az eredmények megerdsitették, hogy a
WYKYW GM1 felismer6 szegmenst tartalmazo komplex robusztus hordozéanyag,
terdpids protokollok alsd tartomdanyanak megfelel6 extracellularis koncentra-
ciokban (kb. 100 nM). A bejutott rakomany relativ mennyiségének 20 nM korli
csOkkenését az elemzés megerésitette, és ez a medfigyelés a WYKYW-GM1
kdlcsénhatas K, értékéhez kézel helyezi az alkalmazhatdsagot. Ez a jelenség,
ami a tdmeghatas torvényével magyarazhatd, alatdmasztja azt az elképzelést,
hogy a rakomany endocitdzisat a GM1 affinitds-tag iranyitotta. Az r-fikoeritrin
intenziv intracellularis fluoreszcens emisszidéja a funkcionalis fehérje arulkodo
jele volt. A hordozd és az r-fikoeritrin kozo6tti IgG komponensek lehetséges
lebomldsanak tesztelésére kolokalizacidés kisérletet végeztiink FITS-NA-val a
hordozdéban és egy Alexa Fluor 647-tel jelolt masodlagos antitesttel a
rakomanyban. Nagyon jé térbeli korrelaciét taldltunk a két fluoreszcens jel
k6zott, ami aldatamasztotta, hogy az elsédleges és a masodlagos antitest kozotti
molekularis felismerés mikodoképes. Az elsOdleges antitest szerkezeti
integritdasanak tovabbi vizsgdlataként a Hela sejteket hordozé-cargo
komplexszel kezeltik, amely csak egy primer anti-galektin-1 antitestet
tartalmazott a hordozdhoz, és az internalizadlt IgG komponenst Atto 488-
segitségével tettlik lathatdva. A hordozé-cargo komplexszel kezeletlen
kontrollsejtek nem mutattak fluoreszcencidat, mig az internalizalt antitest
megkototte a fluoreszcens galectin-1-et a kezelt sejtekben, és fluoreszcenciat
figyeltink meg. Ez a jelenség alatamasztja, hogy az elsddleges antitest Fv-
régidja szerkezetileg sértetlen.

Eredmények megbeszélése

Az emlO0s6k sejtmembranja szigoru kontrollt gyakorol a sejtmembrdanon
keresztili makromolekuldris transzporttal szemben. A lipid-raft medialt/
kaveolaris endocitdzis a legigéretesebb mddszer a rakomanyfehérjék funkcio-
nalis formajukban valdé szdllitdsara. Koncepciénk az volt, hogy a makro-
molekularis rakomanyt a lipid-raft medialt/kaveolaris endocitdzis felé tereljlk,
és elkerlljuk a klatrin altal kozvetitett és a makropinocitdzis Utvonalakat. Az
endocitotikus membrangodrokben el6forduld kezdeti molekularis felismerési
eseményekre Osszpontositottunk, mert ez elGsegitette a mechanizmus
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belépési ponton. Azt taldltuk, hogy a WYKYW-cimke nagy affinitassal kéti a GM1
lipid raft receptor glikan részét. A GM3-mal és az aszialo-GM1-gyel valé erds
koélcsonhatasok hianya szelektiv viselkedést jelez. Arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy mind a szialilcsoport, mind a terminalis N-Ac-digalaktozid a
GM1-ben lényeges szerkezeti jellemzOk az alacsony nanomolaris kétédéshez.

A WYKYW-tag fontos tulajdonsaga, hogy hatékonyan tudja iranyitani a
makromolekuldris rakomanyt a kivant lipid raft-medialt/kaveolaris endocitdzis
belépési pontjdhoz, és még nagy rakomanyt tartalmazé IgG fehérjékhez
kapcsolédva is képes indukalni a folyamatot. A WYKYW specifikus affinitason
alapuld iranyitd hatasa alapjan definiadljuk az ,endocitoézis Utvalasztd szekvencia”
kifejezést. Bar a kaveolaris GM1 multivalens két6dése sziikséges az endocitdzis
kivaltasahoz, azt taldltuk, hogy egyetlen WYKYW szegmens beépitése a lancba
elegend6 ahhoz, hogy a GM1 kotOdésen keresztiil beinditsa az internalizaciot.
Megjegyezziik, hogy a galectin-1 a GM1-WYKYW koélcsénhatds kompetitiv
inhibitoraként m{kodott, de ez csak az endogén in vivo szérum galektin-1 100
ng x mlt (6,7 nM) koncentraciéjanal nagysagrendekkel magasabb
koncentraciéban fordult el6 [32]. A medfigyelés alapjan az endocitdzis
utvalasztd hatas potencialis in vivo gatlasanak kockazata alacsony.

Ahogy az varhaté volt a lipid-raft medidlt/kaveolaris Utvonal esetében, az
internalizalt kaveolak korai endoszomakka, majd késobb lizoszémakka vald
el6rehaladasa hidnyzott vagy nagyon lassu volt [11, 15], ezért nem figyeltliink
meg lizoszdmakkal vald kolokalizaciét, ami megkimélte a rakomanyt a korai
lebomlastdl [33]. Ez elOsegithette a rakomany részleges kiszabadulasat a
kaveoszémakbol, amit kisérleteink soran diffuz intracellularis fluoreszcenciaként
lehetett megfigyelni. Ez a tulajdonsag utat nyit az itt bemutatott endocitézisra
irdnyitd szekvencia tovabbfejlesztéséhez. A fehérje rakomany jeldlése a nagy
fluoreszcens fehérjével, az r-fikoeritrinnel lehetévé tette szamunkra, hogy
teszteljik az intracellularis fehérje funkcionalitasat. A kivalasztott mechanizmus
érintetlenlil hagyta a fehérje rakomanyt, amint azt a fluoreszcencia mutatja az
orakon at tartd inkubacido utan is. Ezenkivil az els6dleges és masodlagos
antitestek, valamint az elsOdleges antitest és a kiilsGleg hozzaadott antigén
k6zotti molekularis felismerés miikodoképes volt, ami azt jelzi, hogy a hordozé-
rakomany komplex nem bomlik le.

GM1 receptor alapu modularis megkézelitésiink hasznos alternativaja a jelenleg
elérhetd hordozoknak, mivel a nagyon rovid, kdnnyen felhelyezhetd és nem
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toxikus WYKYW-tag elOsegiti a lipid-raft medidlt/kaveolaris endocitdzist hordozé
altal kivaltott mddon, és terapidsan relevans koncentracioban miikoédik a GM1-et
expresszald sejtek szamara. Egyre fontosabb a rakomanyok sejt- és
szovetspecifikus célzdsara szolgdld moddszerek kidolgozasa. A WYKYW-jelolt
rakomany GM1-fliggé endocitézisa szelektivitast kindl az olyan sejttipusok
szamara, amelyek tulzottan expresszaljdk a GM1-et, amely szamos tumorsejt
jellemzéje. Ezt a sejttipus-fliggd hatast alatamasztjak Hela és Jurkat sejtekkel
végzett kisérleteink eredményei, amelyek kilonb6z6 mennyiségi GM1-et
jelenitenek meg a sejtfelszinen.

Koszonetnyilvanitas
A projekt a GINOP-2.2.1-15-2016-00007 és a TUDFO/47138-1/2019-ITM
palyazatok tdamogatasabdl valdsult meg.
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Keywords The changing extra- and intracellular microenvironment calls for rapid cell
epigenome; genome; macrophage; fate decisions that are precisely and primarily regulated at the transcrip-
repression; tissue-resident; transcription tional level. The cellular components of the immune system are excellent
examples of how cells respond and adapt to different environmental stim-
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mechanisms in mammals and are widely used models for investigating tran-
scriptional regulatory mechanisms. Therefore, it is critical to unravel the
distinct sets of transcription activators, repressors, and coregulators that

(Received 3 June 2021, revised 16 July play roles in determining tissue macrophage identity and functions during
2021, accepted 5 August 2021) homeostasis, as well as in diseases affecting large human populations, such

as metabolic syndromes, immune-deficiencies, and tumor development. In
doi:10.1002/2211-5463.13269 this review, we will focus on transcriptional repressors that play roles in tis-

_ i sue macrophage development and function under physiological conditions.
Edited by: Irene Diaz-Moreno

Macrophages belong to the innate immune system and cells to maintain the integrity and the physiological
represent a highly plastic immune cell population at function of the local tissue and organ [2].

both transcriptional and functional level [1-3]. Macro- The effector functions of macrophages are tightly
phages possess several effector and regulatory functions regulated by environmental cues such as infectious
in immunity including phagocytosis, inflammation, cell agents, cytokines, chemokine, growth factors, lipids,

killing, antigen presentation, immune complex delivery, and metabolites, enabling macrophages to rapidly
and tissue regeneration. These functions are determined adapt and respond to a given microenvironment and
by the local tissue and organ demands under physiologi- multiple stimuli [4]. A major goal of macrophage biol-

cal conditions. Resident macrophages as accessory cells ogy research is to uncover the molecular mechanisms
are able to support the activity of local parenchymal of macrophage development and polarization and link
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visualizing the DNA double-strand breaks
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

DNA repair
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Fluorescence microscopy
Site-specific DSBs

Laser microirradiation

DNA double-strand breaks (DSBs) are one of the most frequent causes of initiating cancerous malformations,
therefore, to reduce the risk, cells have developed sophisticated DNA repair mechanisms. These pathways ensure
proper cellular function and genome integrity. However, any alteration or malfunction during DNA repair can
influence cellular homeostasis, as improper recognition of the DNA damage or dysregulation of the repair process
can lead to genome instability. Several powerful methods have been established to extend our current knowledge
in the field of DNA repair. For this reason, in this review, we focus on the methods used to study DSB repair, and
we summarize the advantages and disadvantages of the most commonly used techniques currently available for
the site-specific induction of DSBs and the subsequent tracking of the repair processes in human cells. We
highlight methods that are suitable for site-specific DSB induction (by restriction endonucleases, CRISPR-
mediated DSB induction and laser microirradiation) as well as approaches [e.g., fluorescence-, confocal- and
super-resolution microscopy, chromatin immunoprecipitation (ChIP), DSB-labeling and sequencing techniques]

Immunostaining

to visualize and follow the kinetics of DSB repair.

1. DNA damage response

The nucleotide sequence of the DNA encodes the genetic information
responsible for all the biological processes of every living organism and
thus, requires high fidelity between and during cell divisions. However,
genotoxic stresses arising either endogenously (e.g., metabolic by-
products) or exogenously (e.g., UV light or irradiation) constantly
threaten the genome integrity and can give rise to a variety of DNA le-
sions. These impairments are among the leading causes of human
cancerous diseases. It is worth mentioning that endogenous sources in
human cells can also trigger genetic or even immune response variability
during antibody production as part of the programmed developmental
processes without leading to a detrimental outcome [1]. DNA damage
response (DDR) can lead to the activation of the appropriate pathway for
resolution of DNA damage [2]. For instance, replication errors are
repaired by the mismatch repair pathway, whereas abasic sites,
single-strand breaks and 8-oxoguanine (8-0x0G) are mainly removed by
base-excision repair [3-5]. UV-induced photoproducts [e.g., cyclo-
butane pyrimidine dimers (CPDs) and 6-4 photoproducts (6-4PPs)] and

* Corresponding author.

bulky adducts [e.g., polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH)] are
recognized by nucleotide-excision repair (NER), which can be separated
into two main sub-pathways: (I) global genomic NER (GG-NER), and (II)
transcription-coupled NER (TC-NER), which are activated according to
the presence of the stalled RNA polymerase II (RNAPII) [6]. Helix dis-
torting lesions initiate the recruitment of TC-NER factors, which
recognize the stalled RNAPII and participate in its backtracking or
removal. On the other hand, GG-NER is activated by CPDs and does not
require the presence of the stalled RNAPIIL Nonetheless, the downstream
steps are the same in both sub-pathways [7].

Undoubtedly, DSBs are the most hazardous DNA lesions for the cells.
If left unrepaired or erroneously repaired, they can result in chromo-
somal translocations and genomic instability and subsequently, lead to
tumorigenesis or cell death. Therefore, DNA double-strand break repair
(DSBR) is an intricate process that can activate distinct pathways
depending on the cell-cycle phase and the chromatin environment
[8-11]. To this end, based on the presence of a sister chromatid—and
thus the cell cycle phase—that can serve as a template for repair, DSBR is
dominated by two major pathways: (I) non-homologous end joining
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Abstract: Nucleotide excision repair (NER) is a versatile DNA repair pathway which can be activated
in response to a broad spectrum of UV-induced DNA damage, such as bulky adducts, including
cyclobutane-pyrimidine dimers (CPDs) and 6—4 photoproducts (6—4PPs). Based on the genomic
position of the lesion, two sub-pathways can be defined: (I) global genomic NER (GG-NER), involved
in the ablation of damage throughout the whole genome regardless of the transcription activity of the
damaged DNA locus, and (II) transcription-coupled NER (TC-NER), activated at DNA regions where
RNAPII-mediated transcription takes place. These processes are tightly regulated by coordinated
mechanisms, including post-translational modifications (PTMs). The fine-tuning modulation of the
balance between the proteins, responsible for PTMs, is essential to maintain genome integrity and
to prevent tumorigenesis. In this review, apart from the other substantial PTMs (SUMOylation,
PARylation) related to NER, we principally focus on reversible ubiquitylation, which involves E3
ubiquitin ligase and deubiquitylase (DUB) enzymes responsible for the spatiotemporally precise
regulation of NER.

Keywords: TC-NER; GG-NER; E3 ligases; DUBs; ubiquitylation; K63 chains; K48 chains

1. Introduction

In eukaryotic cells exposed to UV-irradiation, two different modes of nucleotide excision
repair (NER) are activated: (I) global genomic-nucleotide excision repair (GG-NER) and (II)
transcription-coupled-nucleotide excision repair (TC-NER), which is involved in the recognition
of distorted DNA and determines both spatial and time-related preferences [1,2]. NER contributes
to the elimination of helix-distorting lesions, including cyclobutane-pyrimidine dimers (CPDs),
6-4 photoproducts (6-4PPs), and other bulky adducts; hence, it maintains genome stability.
The complexity of NER pathways, the size and scaffold structure of the lesion, and the functions of the
repair factors need to be orchestrated in a multi-stage process. The coordinated interactions of more
than 30 proteins involved in NER are mainly controlled by various post-translational modifications
(PTMs), including ubiquitylation, ADP-ribosylation (PARylation), and SUMOylation.

Ubiquitylation is catalyzed by E1 activating, E2 conjugating, and E3 ligase enzymes [3].
During ubiquitylation, one or more ubiquitin molecule(s) (referred to as monoubiquitylation and
polyubiquitylation, respectively) can be transferred to the target protein, and this process results in
different outcomes regarding the type of ubiquitin linkage. For instance, in most cases, K48-linked
polyubiquitylation leads to the proteasomal degradation of the target protein, while K63-linked chains
take part in other cellular processes [4]. During ubiquitylation, it is essential to maintain the balance
between the E3 ligases and deubiquitylases (DUBs) responsible for the removal of the ubiquityl
groups. CRLAPPB2 and CRL4CSA (Cullin-RING ubiquitin ligase) E3 ligase complexes catalyze the

Cells 2020, 9, 1466; doi:10.3390/cells9061466 www.mdpi.com/journal/cells
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Abstract: The proper function of DNA repair is indispensable for eukaryotic cells since accumulation
of DNA damages leads to genome instability and is a major cause of oncogenesis. Ubiquitylation and
deubiquitylation play a pivotal role in the precise regulation of DNA repair pathways by coordinating the
recruitment and removal of repair proteins at the damaged site. Here, we summarize the most important
post-translational modifications (PTMs) involved in DNA double-strand break repair. Although we
highlight the most relevant PTMs, we focus principally on ubiquitylation-related processes since these
are the most robust regulatory pathways among those of DNA repair.

Keywords: DNA repair; DSB; PTM; ubiquitylation; deubiquitylation

1. Introduction
Signaling through Ubiquitylation

Ubiquitylation is a reversible process, involving a cascade of El (ubiquitin-activating),
E2 (ubiquitin-conjugating) and E3 (ubiquitin ligase) enzymes for ubiquitin addition and deubiquitylating
enzymes (DUBs) for ubiquitin removal [1,2]. The enzyme cascade covalently links the small protein (76
amino acid residues) ubiquitin through its N-terminal glycine (G) residue to lysine (K) residues of the
marked proteins.

Target proteins can be mono- or polyubiquitylated at different positions, leading to alternative
responses that influence the stability of repair factors as well as their recruitment and localization.
Although less information is known about monoubiquitylation, it has diverse effects on cellular processes.
For instance, it plays a role in contributing to nuclear export-import, the chromatin recruitment or
dissociation of certain proteins and also participates in protein degradation [3]. During polyubiquitylation,
certain internal lysine residues (K6, K11, K27, K29, K33, K48 and K63) of ubiquitin serve as acceptor sites
for the binding of additional ones [1]. According to these sites, proteins are marked for either participation
in different cellular responses (e.g., K6, K27, K33 and K63) or for degradation by the 265 proteasome (e.g.,
K11 and K48).

Based on the type of DNA damage, different cellular processes and repair pathways can
be activated, and these are tightly regulated by post-translational modifications (acetylation, methylation,
phosphorylation, PARylation, SUMOylation, neddylation, ubiquitylation, etc.). Although, this is
an extensively studied field, a comprehensive overview needs to be undertaken to enable a better
understanding of the roles of these modifications in DNA double-strand break repair (DSBR).

Cancers 2020, 12, 1617; doi:10.3390/cancers12061617 www.mdpi.com/journal/cancers
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Abstract

Somatic mutations in the RAS genes are frequent in human tumors, especially in pancreatic, colorectal, and non-small-cell lung
cancers. Such mutations generally decrease the ability of Ras to hydrolyze GTP, maintaining the protein in a constitutively active
GTP-bound form that drives uncontrolled cell proliferation. Efforts to develop drugs that target Ras oncoproteins have been
unsuccessful. Recent emerging data suggest that Ras regulation is more complex than the scientific community has believed for
decades. In this review, we summarize advances in the “textbook” view of Ras activation. We also discuss a novel type of Ras
regulation that involves direct phosphorylation and dephosphorylation of Ras tyrosine residues. The discovery that pharmaco-
logical inhibition of the tyrosine phosphoprotein phosphatase SHP2 maintains mutant Ras in an inactive state suggests that SHP2
could be a novel drug target for the treatment of Ras-driven human cancers.

Keywords Ras - Ras signaling - SOS - Tyrosine phosphorylation - SHP2 - Cancer therapy

1 Introduction

The products of the RAS family of proto-oncogenes are low-
molecular-weight guanine nucleotide-binding proteins that
mediate cell growth, survival, and differentiation via interac-
tions with a variety of effector proteins [1, 2]. Ras proteins are
enzymes capable of hydrolyzing bound GTP to GDP and
inorganic phosphate. Cycling between GDP-bound inactive
and GTP-bound active forms is facilitated by guanine nucle-
otide exchange factors (GEF) and GTPase-activating proteins
(GAPs) via a mechanism that is common in the Ras superfam-
ily [3, 4]. The three human RAS genes encode four highly
similar proteins: H-Ras, N-Ras, and K-Ras4A and K-Ras4B.
The expression of two protein products from the mammalian
K-RAS gene results from the use of alternative fourth exons.
Single-base substitutions in codons 12, 13, or 61 of RAS are
among the most frequent oncogenic mutations in human can-
cers [5]. These mutations activate Ras by eliminating its GTP

D4 Laszl6 Buday
buday.laszlo @ttk.hu

Institute of Enzymology, Research Centre for Natural Sciences,
Budapest 1117, Hungary

Department of Medical Chemistry, Semmelweis University Medical
School, Budapest 1094, Hungary

hydrolysis activity. Despite the high degree of similarity be-
tween the isoforms, K-Ras is the most frequently mutated;
indeed, K-Ras mutations have been identified in 22% of all
tumors investigated (compared with 8% for N-Ras and 3% for
H-Ras) [6, 7].

1.1 Conventional regulation of Ras activation

The first conceptualization of Ras activation was established
in the early 1990s. According to this early model, growth
factors, e.g., epidermal growth factor (EGF), induce a rapid
dimerization and autophosphorylation of their receptors at the
plasma membrane. Phosphotyrosine residues in the non-
catalytic region of the receptors bind a variety of signaling
molecules possessing SH2 or PTB domains, including the
Grb2 adaptor protein. Grb2 is a small ubiquitously expressed
and highly conserved protein with a central SH2 domain
flanked by two SH3 domains. Binding of Grb2 to activated
receptors via its SH2 domain recruits the SOS-Grb2 complex
from the cytosol, placing SOS in proximity to the plasma
membrane where it can stimulate the exchange of GDP for
GTP on membrane-bound Ras. These early studies suggested
that SOS translocation to the plasma membrane was sufficient
for Ras activation [8—10].

However, the importance of Grb2-mediated membrane
recruitment of SOS was challenged by several critical ques-
tions emerging from subsequent studies. For example, a

@ Springer
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Studying the Structures of Relaxed
and Fuzzy Interactions: The Diverse
World of S100 Complexes
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$100 proteins are small, dimeric, Ca®*-binding proteins of considerable interest due to
their associations with cancer and rheumatic and neurodegenerative diseases. They
control the functions of numerous proteins by forming protein—protein complexes with
them. Several of these complexes were found to display “fuzzy” properties. Examining
these highly flexible interactions, however, is a difficult task, especially from a structural
biology point of view. Here, we summarize the available in vitro techniques that can be
deployed to obtain structural information about these dynamic complexes. We also review
the current state of knowledge about the structures of S100 complexes, focusing on their
often-asymmetric nature.

Keywords: S100 proteins, fuzzy interactions, X-ray crystallography, NMR, annexin A2, p53, RSK1, NM2A

INTRODUCTION

In nature, most protein domains adopt a well-defined tertiary structure and are considered
“ordered.” The formation of such globular structures was used to be considered necessary for
proteins to display functional activity—and thus came the term “structure-function relationship.”
However, forming a globular structure is no longer regarded as a universal requirement for proteins,
since several regions and even full proteins have been shown to be disordered and functional at the
same time (Dunker et al., 2001; Gsponer and Babu, 2009; Tompa, 2012; van der Lee et al., 2014).
These regions and proteins are usually referred to as intrinsically disordered regions (IDRs) and
intrinsically disordered proteins (IDPs), respectively. IDRs are very often targets of post-translational
modifications (PTMs) (Gsponer and Babu, 2009; van der Lee et al., 2014) and contain linear motifs
that participate in many protein—protein interactions (PPIs) (Weatheritt et al., 2012). Note here that
although they lack a fixed conformation, typically in the absence of their interaction partners, many
IDPs are promiscuous binders, complexed via multiple binding scenarios (Weatheritt et al., 2012;
Uversky, 2013). Certain regions of a given IDR interact with its binding partner, while other sections
do not necessarily form interactions and remain flexible. Such a complex can thus be described as a
heterogeneous ensemble of different conformations (Arbest et al., 2018). These IDR complexes
represent a continuum of fuzzy complexes from the rather rigid polymorphic complexes, in which
the bindings of IDRs are fixed with only a few stable alternative conformations, to the highly dynamic
random complexes, where numerous binding scenarios can appear at nearly equal energy levels
(Tompa and Fuxreiter, 2008; Uversky and Dunker, 2010; Sharma et al., 2015; Arbesu et al., 2018;
Miskei et al., 2020). These binding modes are more permissive than the lock-and-key-like, the
induced-fit, or the fluctuation-induced interaction modes, typically used to picture enzyme-ligand
interactions (Tripathi and Bankaitis, 2017). In this traditional picture, the binding of a ligand to an

Frontiers in Molecular Biosciences | www.frontiersin.org 1
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: While the elderly segment of the population continues growing in importance, neurodegenerative diseases in-
Antioxidants crease exponentially. Lifestyle factors such as nutrition, exercise, and education, among others, influence ageing
Resveratrol progression, throughout life. Notably, the Central Nervous System (CNS) can benefit from nutritional strategies
Neurodegeneration

and dietary interventions that prevent signs of senescence, such as cognitive decline or neurodegenerative dis-

Klotho . . . . .
Epigenetic eases such as Alzheimer’s disease and Parkinson’s Disease. The dietary polyphenol Resveratrol (RV) possesses
Senescence antioxidant and cytoprotective effects, producing neuroprotection in several organisms. The oxidative stress (OS)

Gut microbiota occurs because of Reactive oxygen species (ROS) accumulation that has been proposed to explain the cause of the
ageing. One of the most harmful effects of ROS in the cell is DNA damage. Nevertheless, there is also evidence
demonstrating that OS can produce other molecular changes such as mitochondrial dysfunction, inflammation,
apoptosis, and epigenetic modifications, among others. Interestingly, the dietary polyphenol RV is a potent
antioxidant and possesses pleiotropic actions, exerting its activity through various molecular pathways. In
addition, recent evidence has shown that RV mediates epigenetic changes involved in ageing and the function of
the CNS that persists across generations. Furthermore, it has been demonstrated that RV interacts with gut
microbiota, showing modifications in bacterial composition associated with beneficial effects. In this review, we
give a comprehensive overview of the main mechanisms of action of RV in different experimental models,
including clinical trials and discuss how the interconnection of these molecular events could explain the neu-
roprotective effects induced by RV.

1. Introduction worldwide will double in the next 35 years, reaching almost 2.1 billion
people. Ageing is an inevitable and irreversible process characterized by

According to 2015 United Nations report on the ageing of the world the progressive functional decline of organisms at the molecular,
population, it is expected that the number of people aged 60 and over cellular and physiological level (Sen et al.,, 2016; Lopez-Otin et al.,
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Abstract: Scaffold proteins are typically thought of as multi-domain “bridging molecules.” They serve
as crucial regulators of key signaling events by simultaneously binding multiple participants involved
in specific signaling pathways. In the case of epidermal growth factor (EGF)-epidermal growth factor
receptor (EGFR) binding, the activated EGFR contacts cytosolic SRC tyrosine-kinase, which then
becomes activated. This process leads to the phosphorylation of SRC-substrates, including the tyrosine
kinase substrates (TKS) scaffold proteins. The TKS proteins serve as a platform for the recruitment of
key players in EGFR signal transduction, promoting cell spreading and migration. The TKS4 and the
TKS5 scaffold proteins are tyrosine kinase substrates with four or five SH3 domains, respectively.
Their structural features allow them to recruit and bind a variety of signaling proteins and to anchor
them to the cytoplasmic surface of the cell membrane. Until recently, TKS4 and TKS5 had been
recognized for their involvement in cellular motility, reactive oxygen species-dependent processes,
and embryonic development, among others. However, a number of novel functions have been
discovered for these molecules in recent years. In this review, we attempt to cover the diverse nature
of the TKS molecules by discussing their structure, regulation by SRC kinase, relevant signaling
pathways, and interaction partners, as well as their involvement in cellular processes, including
migration, invasion, differentiation, and adipose tissue and bone homeostasis. We also describe
related pathologies and the established mouse models.

Keywords: scaffold protein; tyrosine kinase substrates; TKS4; TKS5; invasion; mesenchymal stem
cells; adipose tissue; bone homeostasis; epithelial-mesenchymal transition

1. Introduction

Scaffold proteins modulate intracellular signaling by bringing regulatory proteins, enzymes, or
cytoskeletal structures in close proximity [1]. TKS molecules are large scaffold proteins earning their
name from the early observation that they serve as tyrosine kinase substrates of SRC kinase [2—4].
TKS4 and TKS5 contain one Phox Homology (PX) domain, conserved linear motifs, e.g., several
proline-rich motifs (PRMs), and four or five SRC Homology 3 (SH3) domains, respectively. Other

Int. . Mol. Sci. 2020, 21, 8117; d0i:10.3390/ijms21218117 www.mdpi.com/journal/ijms
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Abstract: The most commonly mutated isoform of RAS among all cancer subtypes is KRAS. In this
review, we focus on the special role of KRAS mutations in colorectal cancer (CRC), aiming to collect
recent data on KRAS-driven enhanced cell signalling, in vitro and in vivo research models, and CRC
development-related processes such as metastasis and cancer stem cell formation. We attempt to cover
the diverse nature of the effects of KRAS mutations on age-related CRC development. As the incidence
of CRC is rising in young adults, we have reviewed the driving forces of ageing-dependent CRC.

Keywords: KRAS; colorectal cancer; RAS signalling; cancer stem cells; RAS-driven metastasis;
CRC with age

1. Introduction

In spite of early-stage detection screening methods and innovative tumour therapies
for colorectal cancer (CRC), CRC is still a cancer type that is a leading cause of death
worldwide. Several risk factors as well as epigenetic and genetic alterations are implicated
in CRC development. In addition to APC, TP53, and NMR gene-inactivating mutations
and BRAF and PIK3CA activating mutations, the acquisition of mutated forms of RAS
oncogene represent an important trigger for CRC development.

The RAS family consists of membrane-associated small GTPases which play essential
roles in cell survival, proliferation, and differentiation. There are four RAS protein isoforms
in humans: HRAS, NRAS, and two splice variants, KRAS4A and KRAS4B [1]. The most
commonly mutated RAS gene in CRC is KRAS [2].

RAS proteins comprise two regions, the G domain and the C terminal hypervariable
region. G domain sequences are highly homologous, while the hypervariable regions
(HVR) differ across the RAS isoforms [3]. The G domain is responsible for catalytic
activity and effector binding, while the function of the HVR is mainly binding to the
plasma membrane [4]. The HVR region, which is responsible for plasma membrane (PM)
association, undergoes a series of posttranslational modifications (PTMs) required for it to
bind the membrane. Membrane attachment is indispensable for cellular RAS function [5].
One of the PTMs required for membrane localisation is prenylation, which occurs on
the CAAX sequence at the C terminal end of the protein (Figure 1). This modification
results in farnesylation of the cysteine residue in the CAAX motif by farnesyltransferase
(FTase), which promotes proteolytic cleavage of the last three amino acids (AAX) by RAS-
converting enzyme 1 (RCE1) [6]. Next, a methyltransferase catalyses carboxyl methylation
of the new C terminus at the cysteine residue remaining from the CAAX motif, and this
reaction neutralises the negatively charged end of the polypeptide chain and increases
its membrane affinity [6,7]. These reactions, together called CAAX processing, boost the

Cells 2021, 10, 667. https:/ /doi.org/10.3390/ cells10030667
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ABSTRACT

Schizophrenia is characterized by positive,
negative, cognitive, and affective symptoms.
Antipsychotic medications, which work by
blocking the dopamine D, receptor, are the
foundation of pharmacotherapy for
schizophrenia to control positive symptoms.
Cariprazine is a dopamine D3 receptor-prefer-
ring D3/D, partial agonist antipsychotic that is
approved for the treatment of schizophrenia
(USA and European Union [EU]) and manic and
depressive episodes associated with bipolar I
disorder (USA). Partial agonist agents have a
lower intrinsic activity at receptors than full
agonists, so they act as either functional ago-
nists or functional antagonists depending on
the surrounding neurotransmitter environ-
ment. Beyond efficacy against positive symp-
toms, the unique Ds-preferring partial agonist
pharmacology of cariprazine suggests potential
advantages against negative symptoms, and
cognitive and functional impairment, which are
challenging to treat. The efficacy and safety of
cariprazine in adult patients with schizophrenia
have been demonstrated in four short-term
randomized, double-blind, placebo-controlled
clinical trials, two long-term open-label studies,

one relapse prevention study, and one
prospective negative symptom study versus the
active comparator risperidone. Additional post
hoc investigations have supported efficacy
across individual symptoms and domains in
schizophrenia, as well as in diverse areas of
interest including cognition, functioning, neg-
ative symptoms, hostility, and global well-be-
ing. This comprehensive review of cariprazine
summarizes its pharmacologic profile, clinical
trial evidence, and post hoc investigations.
Collective evidence suggests that the pharma-
cology of cariprazine may offer broad-spectrum
efficacy advantages for patients with
schizophrenia, including effects against diffi-
cult-to-treat negative and cognitive symptoms,
as well as functional improvements. Cariprazine
was generally safe and well tolerated in patients
with short- and long-term exposure and no new
safety concerns were associated with longer-
duration treatment.

Trial registration ClinicalTrials.gov identifiers,
NCT00404573, NCT00694707, NCT01104766,
NCT01104779, NCT01412060, NCT00839852,
NCT01104792.
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Abstract

Macroautophagy is a conserved catabolic process observed in all eukaryotic cells, during which selected
cellular components are transported to and broken down within lysosomes. The process starts with the
capture of unnecessary material into autophagosomes, which is followed by autophagosome-lysosome fusion
to generate autolysosomes that degrade the cargo. In the past quarter-century, our knowledge about
autophagosome formation almost exponentially increased, while the later steps were much less studied. This
fortunately changed in the past few years, with more and more publications focusing on the fate of the
completed autophagosome. In this review, we aspire to summarize the current knowledge about the

molecular mechanisms of autophagosome-lysosome fusion.

© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

A Brief Overview of Autophagy

Autophagy (cellular “self-eating”) is one of the two
main degradation pathways in eukaryotes besides
the proteasome system. Because proteasomes are
limited to degrading individual ubiquitinated proteins,
autophagy is used for en mass degradation of parts
of the cytoplasm including whole organelles and
large amounts of proteins, lipids, and glycogen. It is
important to note that autophagic degradation is not
simply a catabolic process, as breakdown is followed
by recycling of resulting monomers in biosynthetic
and energy production processes [1,2].

Several autophagic routes have been described
and all of them have one thing in common: their
ultimate goal is to transport cellular cargo into the
lysosomal lumen. How a cell achieves this serves as
the basis for the classification of different autophagic
processes. The most common form of autophagy is
macroautophagy, in which a membrane cistern
called phagophore or isolation membrane grows
around a certain portion of cytoplasm, thereby

0022-2836/© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

isolating it into a double-membrane autophagosome.
This organelle transfers the sequestered material to
the lysosomal compartment via fusion of its outer
membrane with the limiting membrane of the
lysosome. The result is an autolysosome, which
will degrade the autophagic cargo as well as the
inner autophagosomal membrane. An autophago-
some may also fuse with late endosomes to
generate an amphisome, but the fate of the cargo
remains the same, as amphisomes subsequently
also fuse with lysosomes [1,2]. Late endosome-
autophagosome fusion was even suggested to be an
obligatory step that must precede lysosomal fusion
in metazoans [3,4]. The lysosome itself is capable of
taking up smaller amounts of cytoplasmic cargo via
lysosomal membrane invaginations and engulfment,
in a topologically similar manner to multivesicular
body formation during endosome maturation. This
form of autophagy is termed microautophagy.
Finally, lysosomal membranes in mammalian, bird
and possibly all vertebrate cells contain lysosome-
associated membrane protein 2A (Lamp-2A), which

Journal of Molecular Biology (2020) 432, 2462—2482

BIOKEMIA
XLV. évfolyam 4. szam 2021. december

98



l ATTEKINTO KOZLEMENYEK AZ MBKE TAGJAINAK TOLLABOL

cells

Review

Novel Roles of SH2 and SH3 Domains in Lipid Binding

Szabolcs Sipeki !, Kitti Koprivanacz >, Tamas Takacs 2, Anita Kurilla 2, Loretta Laszl6 2, Virag Vas 2

and Lasz16 Buday 1>*

check for

updates
Citation: Sipeki, S.; Koprivanacz, K.;
Takécs, T.; Kurilla, A.; Laszlo, L.; Vas,
V.; Buday, L. Novel Roles of SH2 and
SH3 Domains in Lipid Binding. Cells
2021, 10, 1191. https://doi.org/
10.3390/ cells10051191

Academic Editor: Gary S. Goldberg

Received: 29 March 2021
Accepted: 11 May 2021
Published: 13 May 2021

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

(OO

Copyright: © 2021 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

Department of Molecular Biology, Institute of Biochemistry and Molecular Biology,

Semmelweis University Medical School, 1094 Budapest, Hungary; sipeki.szabolcs@med.semmelweis-univ.hu
Institute of Enzymology, Research Centre for Natural Sciences, 1117 Budapest, Hungary;

koprivanacz kitti@ttk.hu (K.K.); takacs.tamas@ttk.hu (T.T.); kurilla.anita@ttk.hu (A.K.);
laszlo.loretta@ttk.hu (L.L.); vas.virag@ttk.hu (V.V.)

Correspondence: buday.laszlo@ttk.hu

1t Both authors contributed equally to this work.

Abstract: Signal transduction, the ability of cells to perceive information from the surroundings
and alter behavior in response, is an essential property of life. Studies on tyrosine kinase action
fundamentally changed our concept of cellular regulation. The induced assembly of subcellular
hubs via the recognition of local protein or lipid modifications by modular protein interactions is
now a central paradigm in signaling. Such molecular interactions are mediated by specific protein
interaction domains. The first such domain identified was the SH2 domain, which was postulated to
be a reader capable of finding and binding protein partners displaying phosphorylated tyrosine side
chains. The SH3 domain was found to be involved in the formation of stable protein sub-complexes
by constitutively attaching to proline-rich surfaces on its binding partners. The SH2 and SH3 domains
have thus served as the prototypes for a diverse collection of interaction domains that recognize
not only proteins but also lipids, nucleic acids, and small molecules. It has also been found that
particular SH2 and SH3 domains themselves might also bind to and rely on lipids to modulate
complex assembly. Some lipid-binding properties of SH2 and SH3 domains are reviewed here.

Keywords: SH2 domain; SH3 domain; Src; protein tyrosine kinase; proline-rich sequences; lipid binding

1. Introduction

Every cell must process information from its environment and appropriately respond
to any changes. An understanding the mechanisms that make this possible has long been
a goal of biological research. In the three decades since the first reports that modular
protein-binding domains interact with plasma membrane receptors and their downstream
effectors, it has been established that such domains are involved in almost every corner
of signaling in eukaryotes [1]. They allow signaling proteins to assemble into dynamic
multiprotein complexes and provide mechanisms to translate one type of intracellular
information into other types. For example, they help to convert enzyme-catalyzed chemical
modifications of proteins and lipids into alterations in protein—protein interactions and
protein subcellular localization [1]. They also drive evolution by providing ways to add
new capabilities and connections to existing signaling networks [1].

Sadowski et al. first described a conserved, noncatalytic domain in cytoplasmic protein
tyrosine kinases (PTKSs), which comprises approximately 100 amino acid residues [2].
Analysis of the v-Fps/Fes cytoplasmic tyrosine kinase identified a region N-terminal
to the kinase domain that, while not required for catalytic activity, was involved in the
modification of the kinase activity and substrate recognition and was necessary for cellular
transformation [2]. This element was termed the Src homology 2 (SH2) domain because
this functionally important stretch of amino acids is conserved in Src and Abl tyrosine
kinases and similarly positioned next to the kinase (SH1) domain [2]. The SH2 domain
was defined as a reader responsible for the regulated assembly of signaling complexes

Cells 2021, 10, 1191. https://doi.org/10.3390/ cells10051191
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Vitamin C and Cell Death
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Abstract

Significance: Persistent oxidative stress is a common feature of cancer cells, giving a specific weapon to
selectively eliminate them. Ascorbate in pharmacological concentration can contribute to the suspended for-
mation of hydroxyl radical via the Fenton reaction; thus, it can be an important element of the oxidative stress
therapy against cancer cells.

Recent Advances: The main components of ascorbate-induced cell death are DNA double-strand breaks via the
production of hydroxyl radical and ATP depletion due to the activation of poly (ADP-ribose) polymerase 1.
Presumably, DNA damage can be the primary contributor to the anticancer activity of pharmacological
ascorbate, as opposed to the rupture of bioenergetics. The caspase independency of high-dose ascorbate-induced
cell death proposed the possible involvement of several types of cell death, such as ferroptosis, necroptosis, and
autophagy.

Critical Issues: Ascorbate can target at least two key molecular features of cancer cells as a part of the
anticancer therapy: the intrinsic or acquired resistance to cell death and the dysregulated metabolism of cancer
cells. It seems probable that different concentrations of ascorbate alter the nature of induced cell death.
Autophagy and necroptosis may play a role at intermediate concentrations, but caspase-independent apoptosis
may dominate at higher concentrations. However, ascorbate behaves as an effective inhibitor of ferroptosis that
may have crucial importance in its possible clinical application.

Future Directions: The elucidation of the details and the links between high-dose ascorbate-induced cancer
selective cell death mechanisms may give us a tool to form and apply synergistic cancer therapies. Antioxid.
Redox Signal. 34, 831-844.

Keywords: cell death, pharmacological ascorbate, reactive oxygen species, cancer therapy

Introduction

ASCORBATE AS A water-soluble antioxidant plays an inte-
gral part in the cellular oxidative metabolism, as it
efficiently scavenges reactive oxygen species (ROS) and
reactive nitrogen species produced under various stress
conditions (72). Ascorbate has important role in the reduction
of the tocopheroxyl radical to tocopherol; tocopherol-
mediated protection against lipid peroxidation could be sig-
nificantly enhanced by the presence of ascorbate (and glu-
tathione) (25, 69). Furthermore, ascorbate is an essential
cofactor for multiple enzymes involved in the biosynthesis of
carnitine (39) and catecholamines (7).

Ascorbate also maintains the catalytic activity of various
Fe(II)-2-oxoglutarate-dependent dioxygenases during the
post-translational modification and folding of extracellular
matrix proteins such as collagen (67). In this regard, it was
also shown that ascorbate can upregulate procollagen mRNA
transcription primarily by stabilizing the mRNA transcript
(55, 70). In another aspect of protein folding, it is presumed
that ascorbate has an important role during disulfide bond
formation in the lumen of the endoplasmic reticulum (67).

Additional involvement of ascorbate in epigenetic regu-
lation was found in specific histone lysine demethylases
(termed JmjC-domain-containing histone demethylases) and
DNA 5-methyl-cytosine hydroxylases (termed TET1-3),
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Abstract: Rapid in silico selection of target focused libraries from commercial repositories is an
attractive and cost-effective approach in early drug discovery. If structures of active compounds
are available, rapid 2D similarity search can be performed on multimillion compounds’ databases.
This approach can be combined with physico-chemical parameter and diversity filtering, bioisosteric
replacements, and fragment-based approaches for performing a first round biological screening. Our
objectives were to investigate the combination of 2D similarity search with various 3D ligand and
structure-based methods for hit expansion and validation, in order to increase the hit rate and novelty.
In the present account, six case studies are described and the efficiency of mixing is evaluated. While
sequentially combined 2D /3D similarity approach increases the hit rate significantly, sequential
combination of 2D similarity with pharmacophore model or 3D docking enriched the resulting
focused library with novel chemotypes. Parallel integrated approaches allowed the comparison of
the various 2D and 3D methods and revealed that 2D similarity-based and 3D ligand and structure-
based techniques are often complementary, and their combinations represent a powerful synergy.
Finally, the lessons we learnt including the advantages and pitfalls of the described approaches
are discussed.

Keywords: 2D similarity search; virtual screening; pharmacophore matching; 3D modelling;
in vitro screening

1. Introduction: The Emergence of Virtual Screening

Virtual screening (VS) has become a popular technique [1] since it was expected to
reduce the synthesis and biological screening cost and shorten the life cycles of the discovery
phases. Over the past two decades, huge compound repositories were built exploiting
historical collections as well as compound libraries. At the same time, the chemoinformatics
methods have developed rapidly and the computational power increased, allowing fast or
real time calculations. In addition, deeper knowledge has been developed about the small
molecule—protein interactions using state-of-the-art X-ray crystallography, docking, and
3D modelling [2]. The major elements and the most important VS approaches are shown in
Figure 1. The in vitro screening of the focused libraries often result in a many fold increase
in the hit rate compared with random screening of commercial libraries [3,4].

Molecules 2021, 26, 5593. https:/ /doi.org/10.3390/molecules26185593
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Abstract

The genetic alterations in cancer cells are tightly linked to signaling pathway dysregulation. Ras is a key molecule that controls
several tumorigenesis-related processes, and mutations in RAS genes often lead to unbiased intensification of signaling networks
that fuel cancer progression. In this article, we review recent studies that describe mutant Ras-regulated signaling routes and their
cross-talk. In addition to the two main Ras-driven signaling pathways, i.e., the RAF/MEK/ERK and PI3K/AKT/mTOR path-
ways, we have also collected emerging data showing the importance of Ras in other signaling pathways, including the RAC/
PAK, RalGDS/Ral, and PKC/PLC signaling pathways. Moreover, microRNA-regulated Ras-associated signaling pathways are
also discussed to highlight the importance of Ras regulation in cancer. Finally, emerging data show that the signal alterations in
specific cell types, such as cancer stem cells, could promote cancer development. Therefore, we also cover the up-to-date findings

related to Ras-regulated signal transduction in cancer stem cells.

Keywords Mutant Ras protein - Signal transduction - Phosphorylation - Tumorigenesis

1 Introduction

Since the discovery of Ras as a key regulator of retrovirus-
induced cell proliferation, a massive scientific effort has been
devoted to identifying its critical roles in biology, especially in
oncogenesis. Ras proteins are specialized guanine nucleotide-
binding and hydrolyzing molecules that belong to the small G-
protein superfamily [1]. The human genome contains three
highly related RAS genes, namely, KRAS (Kirsten rat sarco-
ma viral oncogene homolog), NRAS (neuroblastoma RAS
viral oncogene homolog), and HRAS (Harvey rat sarcoma
viral oncogene homolog), which encode four highly homolo-
gous proteins, namely, H-Ras, K-Ras4A and K-Ras4B (two
splice variants of K-Ras), and N-Ras. Ras proteins have a
molecular weight of approximately 21 kDa, and each contains
a soluble catalytic G-domain and a C-terminal flexible hyper-
variable region (HVR) (Fig. 1.)

The majority of the mutations in RAS genes that lead to
oncogenic events are single-base substitutions in well-

P4 Virag Vas
vas.virag@ttk.hu

Institute of Enzymology, Research Centre for Natural Sciences,
Budapest, Hungary

Department of Medical Chemistry, Semmelweis University Medical
School, Budapest, Hungary

described positions in the G-domain. The most frequent on-
cogenic mutational hotspots are at codons 12, 13, and 61 in all
four Ras isoforms. Less frequently, other codons in RAS
genes are also affected by mutations, as summarized in
Table 1. Oncogenic mutations in the G-domain allow Ras
protein to constitutively activate downstream effectors.
Interestingly, the different amino acid substitutions in the mu-
tational hotspots distinctly alter the GTPase function of Ras
and its interactions with signaling molecules. Moreover, mu-
tant Ras proteins differently activate the RAF/MEK/ERK ki-
nase cascade and other non-canonical downstream signaling
molecules. The interdependence and cross-talk of downstream
effectors regulated by mutant Ras proteins and recent ad-
vances in understanding the broad spectrum of the effects of
Ras in cell biology are discussed here.

2 Structural basis of wild-type and mutant Ras
activation kinetics

Several studies have demonstrated that the Ras protein level is
elevated in cancer tissues and that increased Ras expression is
correlated with poor prognosis [32, 33]. As the mechanisms
regulating Ras protein level have significant pathological im-
plications, the factors and signaling pathways influencing the
stable and unstable degradable forms of Ras are possible de-
terminants of cancer progression. Ras stability depends on the

@ Springer
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PhD DISSZERTACIOK BEMUTATASA
BEHARANGOZO

Szenior kutatoként tisztaban vagyok vele — s azt gondolom, a kisérletes munkat
végz06 kutatotarsaim nevében is adllithatom ezt -, hogy a szakmai eredményeim,
eredményeink nem szllethettek volna meg azok nélkil a doktoranduszok nélkdil,
akikkel egyltt dolgozhattam, dolgozhattunk. Az utanpétlds, a fiatal munka-
tarsak tehetsége és szorgalma a tudomdanyos haladas egyik legfontosabb
eldmozditéja. Az utanpotlasnevelés legfels6bb szintje intézményes formaban a
doktori iskolakban folyik, amely lezarasaként a doktoranduszoknak ©nallod
kutatdmunkajuk eredményeit egy disszertacioban kell 6sszefoglalniuk és azt egy
tudds grémium eldtt bemutatniuk. Amennyiben ezt sikerrel teljesitik, elnyerik a
Philosophiae Doctor (PhD) cimet.

A kozépkori alapokon nyugvd, a mai értelemben a tudomanyos életpalyara
|épést szentesit6 doktori fokozatot el6szor az 1800-as években a berlini
Humboldt (akkori nevén Friedrich-Wilhelm) Egyetemen adtak at, majd a 20.
szazad elejétdl az angolszaz orszagok vezették be, ma pedig az egész vilagon
ugyanazt jelenti - a birtokosa hiteles kutatoként vehet részt a tudomanyok
muUvelésében. Magyarorszagon 1993 6ta a PhD az egyedili tudomanyos fokozat,
amelyet egyetemek jogosultak kiallitani, s az élettudomanyok tertletén jelenleg
hat doktori iskoldban lehet megszerezni.

Szabad legyen itt néhany statisztikai adattal bemutatni, hogy a magyar
élettudomanyi kutatdokozosség derékhadahoz a kezdetektdl szamitva az egyes
doktori iskolak hany PhD fokozat kiallitasaval jarultak hozza (az adatok a https:/
/doktori.hu weboldalrél szarmaznak; a 28 év osszesitett szama 1980):
e Juhdsz-Nagy Pal Doktori Iskola, Debreceni Egyetem: 209
e Bioldgia Doktori Iskola, E6tvds Lorand Tudomanyegyetem: 707
e Roska Tamas Mlszaki és Természettudomanyi Doktori Iskola, Pazmany
Péter Katolikus Egyetem: 102
e Bioldgiai és Sportbioldgiai Doktori Iskola, Pécsi Tudomanyegyetem: 118
e Molekularis orvostudomanyok Doktori Iskola, Semmelweis Egyetem: 301
e Bioldgia Doktori Iskola, Szegedi Tudomanyegyetem: 475
e Bioldgiatudomanyi Doktori Iskola, Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetem: 78

A Biokémia folyoirat szerkesztobizottsagaban felmertlt, hogy a barki szamara
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élében meghallgathatd, de korlatozott nyilvanossagu doktori védések és a
szintén nem tul széles koérben olvasott doktori disszertaciok mellett egy Uj rovat
keretében teremtsiink lehetOséget a kutatdi palyara allé, a tudomanyos
fokozatukat éppen megszerzo fiatalok szamara az eredményeik rovid formaban
torténd bemutatdsara. Ugyan készll minden értekezés mellé egy tézisfiizet, de
ugy gondoljuk, hogy egy par oldalas, illusztacidkkal ellatott 6sszefoglald
kozlésével szélesebb nyilvanossaghoz jutnak a tudomany jovéjét képviseld
fiataljaink.

A rovat gondozasat e sorok irdja vallalta el, aki maga is egy doktori iskolat vezet
(ELTE, BDI), és ugy érezte, hogy a doktoranduszok is 6rémmel veszik, ha
»disszeminadljuk” az eredményeiket. A rovat elsd jelentkezésekor, a jelen
szamban az ELTE Bioldgia Doktori Iskola négy, 2021-ben fokozatot szerzett
doktorandusza mutatja be roviden az eredményeit.

A jovot tekintve a ELTE végzett doktoranduszait én kérem fel az 6sszfogaldk
megirasara. Biztatok minden, a Biokémiat olvasé doktori témavezetot,
hogy kérjék meg doktoranduszaikat, hogy éljenek ezzel a lehetdséggel,
és kérek minden PhD védéshez kozeledo doktorandusz olvasdnkat is,
hogy kiildjenek nekem osszefoglalékat a disszertaciéjukban bemutatott
eredményeikrol.

A kéziratokat, a Biokémia Ujsag honlapjan (http://mbkegy.hu/apps/mbkegy/
pages/index.html#!/ContentById/900) megtaldlhatdé formai kovetelmények
betartasaval, az itt k6zolt elsd dsszefoglalokat mintaul véve irjdk meg és kildjék
az e-mail cimemre (nyitray@elte.hu).

Nyitray Laszlo6
rovatvezeto
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Kovécs Réka Agnes

A NEURONALIS PENTRAXINOK, MINT KOMPLEMENT-KOTO
PARTNEREK JELLEMZESE A KOZPONTI IDEGRENDSZERBEN

Kovacs Réka Agnes
ELTE, TTK, Biokémiai Tanszék,
ELTE NAP, Neuroimmunoldgiai Kutatocsoport
ELTE, Biolégia Doktori Iskola, Szerkezeti Biokémia Program

e-mail: koveszreka@gmail.com

Témavezetok: Dr. Kardos Jozsef és Dr. Kékesi Adrienna Katalin

Az idegrendszer és az immunrendszer kapcsolatanak vizsgalata az ezred-
forduldon valt igazan népszerl kutatasi teriletté, ekkor latszott megddini az az
elképzelés, hogy a két rendszer teljesen elkllonil egymastdl. Szamos
tanulmany feltarta a velesziletett immunrendszer elemének, a komplement
kaszkad komponenseinek kordbban nem ismert szerepét az embriogenezis és a
kozponti idegrendszer fejlodésének folyamataiban, ideértve a neuronok
proliferacidjat, a differencidlédasi és migraciés mintazatokat, valamint a
szinapsziseltavolitds folyamatat. E folyamatok molekularis mechanizmusainak
jobb megismerése érdekében kutatdocsoportunk a komplement rendszer
klasszikus Utvonalanak iniciator fehérjéje, a C1q szerepét vizsgalta a kozponti
idegrendszerben. Doktori munkam f6 témaja annak igazolasa, hogy a neuronalis
pentraxinok (NP) komplementk6étd partnerek, tovabba szereplik vizsgalata a
komplement-medialt szinapszisvesztésben. Az NP-k Clg-hoz vald koétédése
eddig nem volt ismert és vizsgalt, hipotézisiink azon alapult, hogy a vérben a
Clq ismert kotOpartnerei az NP-khez hasonld pentraxinok. A dolgozatban a
kozponti idegrendszerben jelenlévé komplementrendszer és az NP-k kozti
kapcsolat in vitro és in vivo kutatasi eredményei kerlilnek bemutatasra.

A szinaptikusan megnovekedett mitokondridlis ROS-szint és a Clg-jeldlés
kozotti Osszefliggést vizsgaltuk, hogy kapcsolatot taldljunk a mitokondridlis
diszfunkcié és a szinaptikus komplement lerakdddasa kozott. Kimutattuk, hogy a
szinaptoszdmak C1g-val jeldlt alpopulacidja szinte teljes mértékben pozitiv volt
a mitokondridlis ROS-specifikus festékre, mind a vad tipusu, mind az Alzheimer-
modell egértdrzseknél. Ezenkivil szignifikdnsan magasabb C1q akkumulaciét
tapasztaltunk az id6s (24 hénapos) APP/PS1 egerek szinapszisaiban, ami arra
utal, hogy a komplementrendszer az agykéregben tulzottan aktivalddik [1].

ELISA esszében kimutattam, hogy a neuronalis pentraxinok koncentraciéfliggd
modon koétnek a komplementrendszer kiilonb6zd tagjaihoz, a Clg-hoz, a C1-
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hez, a H-faktorhoz és a C4BP-hez. Tovabba, sikerllt kimutatnom, hogy a
pentraxinok szelektiven aktivaljak a komplementrendszer klasszikus Utvonalat.
Az immuncitokémiai festések alatdamasztottdk az NP1 és NP2 fehérjék primer
idegsejt kulturdban |év6 szinapszisokkal valé kolokalizacidjat, masrészt
feltartak, hogy eloszlasuk az NP1 és NP2 elkllonlld funkcidjara utal.
Koimmunprecipitacids vizsgalatok soran feltartam, hogy az NP1 és a C1q valodi
in vivo kotépartnerek lehetnek. Aramlasi citometrids mérések megmutattdk,
hogy a C1q szinte kizardélag az NP1 és NP2 pozitiv szinaptoszémak felszinén van
jelen. In vivo szinaptikus kolokalizaciojuk bizonyitdsara nagyfelbontasu
immunhisztokémiai kisérleteket terveztem, melyben a szinaptikus C1q ~67%-a
és ~44% -a kolokalizalédott az NP1 és az NP2 szinaptikus fehérjékkel,
alatamasztva a koOzvetlen kolcsonhatasukkal kapcsolatos korabbi ered-
ményeimet.
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1. abra. A szinaptikus C1q kolokalizacidja a NPkkel egér kortikalis metszeteken.

A, B) A harmas immunfestéssel jelblt agykérgi szakaszok nagy felbontasu konfokalis
m/kroszkopos képeit szétvalasztottuk az egyes C1q, NP1/2 és Syp foltok azonositasa céljabdl. A
fehér korok szamos kolokalizalé szinaptikus C1q és NP1/2 foltot jelbinek, amelyeket az elére
meghatarozott kritérium alapjan automatizalva azonositottunk. Az elemzések kimutattak a
szinaptikus C1q nagymértéki kolokalizacidjat a szinaptikus NPk-kel, kilénésen az NP1-gyel. (t-
teszt eredményei: (NP1) P = 2,19007E-10, (NP2) P = 471338E-06 normél eloszldsd mintakon. )
C, D) A szinaptikus C1q szoros kézelsége az NP1-gyel C) és az NP2-vel D) nem pusztan annak
kovetkezmenye hogy a minta sirin jelolt. A minimalis k6zéppont-kézéppont tavolsag kumulalt
frekvencia-eloszlasanak medidnjai szignifikansan kiilénbéznek a megfigyelt és a véletlenszeriien
eloszlatott mintak kézétt (P = 0,00019, Wilcoxon- post hoc teszt). Atlagok = SEM; n = 18 3D
kép 3 egér metszeteibdl. Méretskala = 0 5 um. E) A kolokalizalt fehérjék oldalnézete.

A mikroszkopos adatokat kiegészitve, megallapitottam, hogy a szinaptikus NP1
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els6sorban a szinaptikus plazmamembran frakciéban dusul, mig az NP2 nagy
része a szinaptikus citoplazmaban talalhatd. Valdszinlsithetd, hogy az eddig
megfigyelt magas szamu Cig-val kolokalizalt szinaptikus NP1-fehérje elsé-
sorban a szinaptikus felliletben helyezkedik el, igy fizikai kdzelségbe képesek
kerilni, és kotddhetnek egymashoz. Feltartam, hogy a mikroglia altal kortlvett
szinapszisokat kijelold Clg-molekula elsésorban a NP1-gyel jeldlt szinap-
szisokkal kolokalizal, alatdmasztva a hipotézist, hogy a mikroglia tulnyomoérészt
komplement-fliggd mddon kebelezi be azokat a szinapszisokat, amelyek
fellletikdn NP1-et tartalmaznak.

A Iba1 Syp NP1 C1q B mikroglia
; ® Syp

Iy

2

w %75 P=1.84x10%
%.o

= %50

go

Q§25

g £

o @ "

g -

23“ NP1+ NP1-

2. abra. Az NP1 jelenléte a mikroglia altal fagocitalt Clq-cimkével ellatott
szinapszisokban. A) Az egér agymetszeteken a mikrogliakat Ibal-festéssel rekonstrualtuk, és
azonositottuk a fagocitalt Clq-val és Syp-pel kolokalizélt NP1 foltokat (fehér kérok). Az
ortogondlis nézetek azt mutatjak, hogy a mikroglia teljes mértékben kdrilveszi az egyik NP1-
tartalmd, fagocitdlt, C1q-cimkével ellatott szinaptikus anyagot. B) A képanalizis megmutatja,

hogy a C1q -cimkével ellatott mikroglialis Syp fehérjék 64,80 *+ 1,97%-a NP1 pozitiv is. (Atlagok
+ SEM; n = 16 kép 3 egér agymetszetérdl régzitve. A csoportok kézott szignifikans kiilonbseget
a kétmintas Student-féle parositott t-teszttel azonositottuk.)

Osszességében, eredményeim hangsllyozzdk a neuroimmunoldgiai kommuni-
kacid szerepét a kozponti idegrendszer mikddésében, és tovabbi adatokat
szolgaltatnak e kodlcsénhatasok hatterében allé molekularis mechanizmusokrol

[2].
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Az élolények a génexpresszid pontos szabdlyozasan keresztil képesek biztosi-
tani a fehérjék mennyiségi és min6ségi tulajdonsagait, mely nélkilozhetetlen a
sejtek megfeleld mikodéséhez. Doktori munkam soran kilénb6zd gén-
expressziét szabdlyozd mechanizmusokat vizsgaltam. Munkdm els6 részében
egy olyan transzkripcidoval kapcsolt utvonalat elemeztem, mely egy anti-
mikrobialis hatdsli novényi fehérje szovetspecifikus felhalmozodasat szaba-
lyozza. A vizsgalt gén szelekcids markerként alkalmazhatd az almatermésiliek
tlizelhalds nevli betegség ellendllésdganak fejlesztését célz6 nemesitési
programokban. Doktori munkdam masik része egy transzlaciéval kapcsolt
autoregulaciés mechanizmus evoluciéjanak vizsgdlata volt, melyben a
transzlacié befejezésében kulcsszerepet jatszd fehérje stabil szintjének
fenntartasa a sajat mRNS-ének destabilizalasan keresztil valdsul meg.

A transzkripcios uGtvonallal kapcsolatos eredmények - a Machi3-1
fehérje szovetspecificitasa

A tlzelhalds betegséget okozd Erwinia amylovora baktérium [1] oridsi karokat
okoz az almatermésliek termesztésében és a mai napig nincs hatékony
védekezési mddszer ellene. Erwinia rezisztens almafajta nincs, azonban vannak
tolerans fajtdk, melyek nehezebben fert6zddnek és enyhébb tiineteket
mutatnak. Az ellendllésag fokozasa kilénésen fontos, hiszen az u(jabb
toleranciagének azonositdsa és a nemesitésbe torténd beépitése megakada-
lyozza a rezisztencia gyakori - baktérium altali - letérésének lehet6ségét és
biztositja a hosszabb tavu toleranciat. Az Erwinia baktérium els6sorban a
virdgon keresztll fertdz, a korokozdé a bibe feliletén megtapadva, majd a
nektarba keritlve a nektarréseken képes bejutni a sejtkozotti térbe és onnan
tovabb terjedve elpusztithatja az egész novényt. A Mezbgazdasagi
Biotechnoldgiai Kutatdintézet, Gyimaodlcs Genetikai Csoport korabban kimutatta,
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hogy egy savas kitindz fehérje nagy mennyiségben halmozédik fel a tolerans
almafajta nektarjaban, mig a fogékony fajtakbdl hianyzik. Célkitlizésem volt
megvizsgalni a fehérjét kddold gén expresszidjanak szabalyozasat és szelekcids
markerként torténd hasznosithatdésagat. Doktori munkam soran azonositottam
és jellemeztem egy alma prométert (5B-Machi3-1), mely a Machi3-1 (Malus
chitinase class III.) savas kitinaz felhalmozédddasat okozza egyes almafajtak
nektdrjdban és a bibenedvében, mely antimikrobidlis hatdssal rendelkezik. A
specifikus expresszidért a gén promoéterében taldlhatd ot ismétlédo régid és az
ezeken talalhaté MYB305 transzkripcios faktor kot6helyek felelnek. Eredmé-
nyeim alapjan felallitottam a Machi3-1 gén expresszidos modelljét (1. abra),
melynek |ényege, hogy a MYB305 transzkripcids faktor indukalja a gén atirasat,
majd a képz6dd Machi3-1 fehérje felhalmozddik a bibenedvben és a nektarban,
az Erwinia els6dleges fert6zési helyszinein.

Sztéma Bibenedv

.. Machi3-1

\ Machi3-1 S
Bive _ ./feherje — D /
5B-Machi3-1 mMRNS ol

. @ ‘ Nektér
Nektarium
5B-Machi3-1 gén

MYB305 indukalja az 5B-Machi3-1 mRNS A e dvcia

transzkripcidjat a bibe- és nektariumszovetben

Nektar & bibenedv .
NPT 3 AR
Machi3-1 allélok Pl U A Sy
ST e IR
5B-Machi3-1 P A . B . IS
— “ v .
&— b
A Machi3-1 fehérje késébbi jelenlétére A Machi3-1 fehérje gatolja az E. amylovora
utalé allél kimutathaté mar magonc korban novekedését és biofilmképzését

1. abra. A szévetspecifikus alma promdéter vizsgalata és a Machi3-1 expresszios
modellje. Az 5B-Machi3-1 gén expresszidja, a Machi3-1 savas kitinaz Erwinia ellenes hatasa
és hasznalhatdésaga a tlizelhalas toleranc:ajat célzé nemesitési programokban.

In vitro novekedésgatlasi és biofilm bontasi kisérletekkel igazoltam, hogy a
fehérje gatolja a baktérium ndvekedését és biofilmképzését is, igy jelenléte
hatékony védekezést biztosit a novény szamara. A fejlesztett PCR-marker
segitségével pedig mar magonc korban kimutathaté a késObbi viragzas soran
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megjelend Machi3-1 fehérje, igy ez egy eddig ismeretlen, alkalmazhaté
toleranciagén a tlzelhalas ellendllésag fejlesztését célzé nemesitési progra-
mokban (1. abra).

A transzlacioés Gtvonallal kapcsolatos eredmények - az eRF1 fehérje
autoregulaciojanak evolucidja

A doktori munkam soran vizsgalt masik génszabdlyozasi Utvonal a transzlacio
folyamataval kapcsolt. A hibds szerkezetl fehérjék felhalmozdodasanak
megelOzése érdekében szamos ellenbrzési rendszer alakult ki az evollcid soran.
Vannak olyan rendszerek, melyek a hibas mRNS-ek lebontdsan keresztil
akadalyozzak meg az aberrans fehérjék képzédését. Ilyen RNS-szint(
ellen6rzési Utvonal a Nonsense-mediated mRNA decay (NMD), mely a
transzlacié termindcidjaval kapcsolt [2]. Az NMD rendszer bontja le a hibas
szerkezeti mRNS-eket, beleértve a 3'UTR régidéban intront tartalmazé
transzkiptumokat is. Az NMD-vel ellentétesen hat a transzlaciés atolvasas
(Readthrough, RT), amely kimentheti az mRNS-t az NMD altali lebontas aldl [3].
A terminacid, az NMD és az RT egymassal kapcsolt és egymast befolyasold
folyamatok, melyek tehat egylttesen képesek finomhangolni a génkifejezédést.
Csoportunk korabban igazolta, hogy noévényekben e harom eseményen
keresztlil autoregulaldédik a transzlacid befejezéséért felelds eRF1 (eukaridta
transzlacié terminaciés faktor 1) fehérje mennyisége [4]. Az autoregulacié
alapja az eRF1 fehérjét kédold mRNS kilonleges szerkezete, az un. RT-NMD
3'UTR szerkezet (2. abra).

RT-NMD 3’UTR szerkezet

3'UTR
g intvron
Kodolo régio @ )
A stop kodon kornyezete NMD-t indukal a
readthrough-RT stimulalo 3'UTR régidban
kontextusban van talalhaté intron

UGACARYYA

2. abra. A névényi eRF1 mRNS RT-NMD 3'UTR szerkezete.

A novényi eRF1 mRNS 3’UTR régidjaban talalhaté egy NMD-t aktivalé intron, mig
a stop kodon RT stimuldlé kontextusban van, igy a mRNS részben kimenekdl az
NMD a&ltali lebontas aldl. Az eRF1 autoregulacio lényege, hogy az alacsony eRF1
fehérjeszint megndéveli az eRF1 mRNS-en az RT gyakorisagat, - ami igy jobban
védi az mRNS-t az NMD-t0l - ezaltal megemelkedik az eRF1 mRNS és az eRF1
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fehérje mennyisége. Az eRF1 fehérje koncentracié névekedésének kovet-
keztében gyakrabban kotddik az eRFI mRNS stop kodonjahoz, igy az RT
gyakorisag csdokken, ami az NMD rendszert aktivalva a transzkriptum lebontasat
eredményezi. A lecsOkkent eRF1 fehérje mennyiségével az autoregulacids
koérforgas Ujraindulhat (3. abra).

‘,f——"““\.
eRF1
eRF1 eRF1
eRF1 eRF1
Magas eRF1
NMD
eRF1 mRNS eRF1 eRF1 mRNS
2 ~ 1M RF1 feherj
eRF1 fehérj autoregulac|o e ehérje

/

eRF1

Alacsony eRF1

RT
o~

3. abra. Az eRF1 autoregulaciés mechanizmus modelije.

Az eRF1 az egyetlen ilyen szerkezeti mRNS ndvényekben és minden
novényfajban ilyen az eRFI mRNS szerkezete. Semmilyen mas eukariétaban
nincs jelen ez a kilénleges mMRNS szerkezet, kivéve a gombak csoportjaban,
koztik a Neurospora crassa fonalas gombaban [4]. A kutatas célkitlizése volt,
hogy megvizsgaljam az eRF1 fehérje autoregulacids szabadlyozas alatt all-e
Neurospora crassa-ban is. Létrehoztam olyan transzgénikus gombatorzseket,
melyek a luciferaz gént és az eRF1 mRNS 3'UTR bizonyos régidit tartalmazzak.
Ezekben a gombatbérzsekben egyesével tudtam vizsgalni az autoregulacioért
felelds régidk (Readthrough stimulalé kontextusban |év6é stop kodon, NMD-t
indukdlé 3'UTR régidban taldlhatd intron) altal okozott expresszios
kilonbségeket. Kvantitativ PCR és luciferdz aktivitds mérési modszerekkel
igazoltam, hogy a N. crassa eRF1 mRNS RT-NMD 3'UTR szerkezete
funkcionalisan m(ikodik a gombaban és tovabbi kisérletekkel bizonyitottam,
hogy ez biztositja az eRF1 fehérje autoreguldcids szabdlyozasat N. crassa-ban.
Szamos gombafaj (124) és gombacsoport (9) eRF1 mRNS szerkezeteit
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megvizsgalva elmondhaté, hogy az RT-NMD 3'UTR szerkezet az Gsibb
gombacsoportokbdl hidnyzik, ami arra utal, hogy ez a kilénleges mRNS
szerkezet és autoreguldcios szabdlyozas konvergens evollcié atjan jelent meg,
egyszer a novények, egyszer a gombak csoportjdban. Az eRF1 fehérje
mennyiségének pontos szabalyozasa nagyon fontos az eukaridtakban, igy
feltételezhet6en szamos egyéb, az eRF1 szintet szabalyozd utvonal alakult ki az
evolucioé soran, melyek egyike az altalunk leirt RT-NMD szerkezeten alapulé eRF1
autoregulacioés rendszer.
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A mitogén-aktivalt proteinkindzok (MAPK) nélkildozhetetlen szerepldi az emberi
jelatviteli haldzatoknak, példaul a novekedési faktorokra vagy éppen a
kérnyezeti stresszre adott valaszokban is fontos kozvetité szerepik van. MAPK-
ok (ERK1/2, p38, IJNK and ERK5-kindzcsaladok) egy tdbbszintli enzimkaszkad
alsd szintjét alkotjak és aktivaldodasuk utan szubsztratjaikat S/TP motivumon
(Ser/Thr-Pro konszenzus szekvencia) foszforildljak. A foszforilacid hatdsara
megvaltozhat a szubsztrat enzimatikus aktivitasa (pl. szubsztrat-kinazok
esetén) vagy kotodési erdssége mas molekuldkhoz (pl. az un. foszfokapcsolok a
transzkripcios faktorokban). Szubsztratjaik és egyéb partnerfehérjék specifikus
felismerésére a MAP-kinazok kilonalld fehérje-fehérje koélcsénhatasi arkokat
(DRS és FRS) hasznalnak, amelyek meghatarozott konszenzus szekvenciaval
rendelkezd linearis motivumokat (D- és F-motivum) koétnek (1. abra). Ezek a
klasszikus vagy kanonikus koélcsonhatdasok hatarozzak meg a MAP-kinaz
interaktomjanak jelentds részét. A klasszikus D-motivum-DRS interakcidk
szabalyszerliségeinek leirasahoz kutatécsoportunk is jelentésen hozzajarult az
utdbbi évtizedben, szerkezeti bioldgiai és bioinformatikai mddszerekkel [1, 2].
Egy masik dokkoldé arok az FxFP-motivumokat (Phe-X-Phe-Pro konszenzus
szekvencia) ismeri fel (FRS), aminek kilonlegessége, hogy a kinaz aktivalt
formaja esetén lesz hozzaférhetd. Az F(xFP)-motivum-FRS kélcsdnhatas
szerkezetileg kevésbé ismert. Az irodalomban taldlhatunk olyan nem-
kanonikus eseteket (eddig kb. egy tucat szerkezeti bioldgiai mddszerrel
karakterizalt példat ismeriink), ahol a fehérje-fehérje komplex kialakuldsa
egyedi, és nem jésolhaté meg az aminosavszekvencia alapjan. Részletesen leirt
példa a nem-kanonikus esetekre az ERK5-MKK5 komplex, ahol a kotédési
er0sség és a specificitds novelése érdekében egy extra domén-domén
kolcsonhatds egytttm(ikodik a DRS-k&té linedris motivummal [3]. Erdekes
maodon, még a mai napig taldlhatunk olyan széleskoér(ien tanulmanyozott MAPK-
szubsztratokat, melyek kot6édésének és aktivalddasanak mechanizmusa nem
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ismert.

A doktori munkam fokuszaba egy ilyen vélhetéen nem-kanonikus MAPK-
szubsztratot, az ATF2 (Activating trancription factor 2) transzkripcidos faktort
viszgaltam. Az ATF2-r6l ismert, hogy mind a JINK, mind a p38 utvonal
transzkripcids valaszanak egyik fontos medidtora, a transzaktivacioért felelGs
TAD doménjén taldlhatd T69/T71 foszfokapcsoldn keresztlil [4]. Kivancsiak
voltunk, hogy hogyan lehetséges, hogy az ATF2 foszfokapcsolét két MAPK is
hatékonyan szabdalyozza, és hogy mi lehet a specifikus kolcsénhatasaik
szerkezeti alapja.

1. abra. Fehérje-fehérje interakcios arkok a MAP kinaz felszinén. A DRS és FRS arkok
kanonikus moédon rendezetlen fehérjeszakaszokat kétnek, melyek a foszforilacios helytél 10-30
aminosav tavolsagra helyezkednek el. Ezek az interakciok a kézelség indukalta katalizis elve
alapjan segitik el6 a foszforilaciés hely aktivalasat.

Az ATF2 TAD-doménjét és a MAP-kinazokkal valdé kolcsdnhatasat kilonbdz6
biofizikai és biokémiai maddszerekkel vizsgaltuk, mint példaul fluoreszcencia
polarizacié (FP), izotermalis titraciés kalorimetria (ITC), heteronuklearis
egykvantum koherencia (HSQC) NMR-spektroszkdpia és kinaz aktivitasi tesztek.
A fehérjeszerkezeti informacidkhoz in silico modellezéssel (HADDOCK 2.2
szoftver) és krisztallografiaval jutottunk. A fehérje-fehérje kbdlcsonhatas sejten
bellli kovetésére YFP- és luciferaz-alapu fragmens komplementacidos mérési
moddszereket hasznaltunk. A kilonbd6z6 MAPK-kotorégidk hatasat az ATF2
transzaktivacids képességére GAL4-alapu riporter assay-ben vizsgaltuk. Az ATF2
utvonal szabdlyalapid modellezését BioNetGen kornyezetben végeztik
kozonséges differencialegyenletek (ODE) segitségével.

Eredményeim alapjan elmondhatjuk, hogy az ATF2 a JNK-val és a p38-cal
kdldnbdzOképpen és nem-kanonikus médon hat kdélcson. Bizonyitottuk, hogy a
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minimalis JNK kotérégidnak tartalmaznia kell a D-motivummal részlegesen
atlapold kis cink-ujj domént is és meghataroztuk a komplex kristalyszerkezetét
(2. abra, PDB ID: 6ZR5). Biokémiai és szerkezeti adataink alapjan arra
kovetkeztettlink, hogy a cink-ujj szerepe foként a kotodés entropikus koltsé-
gének a csOkkentése, raadasul a cink-ujj jelenléte noéveli a motivum INK-
specificitdsat, mivel azt taldltuk, hogy a cink-ujj csokkenti a p38 kotést.

JNK

ATP koto zseb

-

Toltétt arok (DRS)
@

7’5}

Hidroféb zsebek (DRS)

D-motivum

2. abra. Az ATF2 minimalis kotorégiojanak IJNK1-el alkotott kristalyszerkezete. Az
ATF2 D-motivumanak bazikus lizin aminosava nem-kanonikus moédon, a szerkezettel rendelkezb
cink-ujj részeként kétédik a DRS-hez.

Kimutattunk az ATF2 TAD-en egy masik motivumot, az FRS-koété F-motivumot,
amely az aktivalt p38-al vald kodlcsonhatashoz nagyban hozzajarul, és a D-
motivummal egytt bipartikus mdédon koti a p38-at. Az ATF2 F-motivum (FENEF)
peptid hasznalataval sikerllt meghataroznunk az els6 rontgenszerkezetet a
MAPK FRS-arok + F-motivum kotédésrdl, amely azt is megmagyarazza, hogy
miért fligg ez a tipusu kdlcsdnhatas a kinaz foszforilacids allapotatol (3. abra,
PDB ID: 6ZQS). Az ATF2 F-motivum (FENEF) szekvencidja nem egyezik a
kanonikus FxFP motivum konszenzussal, ennek ellenére a két fenilalanin az FxFP
motivum esetén a jésoltakhoz hasonléan foglalja el az FRS hidroféb arkat. Ez
azért lehetséges, mert a FENEF peptid kotott allapotban hélixet képez, raadasul
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a kristalyszerkezet azt sugallja, hogy egy p38-ra specifikus aminosav stabilizalja
a hélixet az N-terminalis sapka feldl.

%

3. abra. Az ATF2 FENEF motivum (zold) és a foszforilalt p38 (sarga) komplexe. A kétott
allapotban helikalis peptid két fenilalaninja a pp-p38 FRS arkat télti ki, mig a N90-es hélix-sapka
aminosavat a p38-ra specifikus W197 tamasztja.

Az evollciés konzervaltsagi analizisiink alapjan azt figyeltik meg, hogy a
a gerinctelenekben ez mindig aszparagin. Az aszparagin a szerinhez képest
er6sebb kotddést jelent, mig a szerin foszforilacidja a JNK altal meggatolja a
p38-hoz valé kotddést. Az evollcidés adatokbdl ugy tlnik, hogy az ATF2-TAD
egyszerd p38-fliggé szabalyozasa utan, a IJNK-val vald egyittes szabalyozas
jelent meg a gerinctelenekben, majd a gerincesekben még komplexebb
folyamatta fejlodott tovabb a hélix-sapka foszfo-szabalyozasa miatt.

Ezutan feltartuk, hogy miként reagal az ATF2-TAD foszfokapcsolé a JNK és p38

jelpalyak kilonb6zd aktivitasaira gerinces és gerinctelen allatokra jellemzo

architekturak esetében. GAL4-alapu transzaktivaciés mérés segitségével kimu-

tattuk, hogy a INK és a p38 aktivitasa is képes befolyasolni az ATF2

transzaktivacids képességét a kilonallé koétbhelyek miatt. Létrehoztunk egy
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mechanisztikus, szabalyalapu in silico modellt a JNK-p38-ATF2 utvonalrdl és
megjésoltuk az ATF2 TAD foszforilacids szintjét kilonbdzd aktivalt INK és p38
fluxusok mellett. Szamitasainkbdl Ggy tlnik, hogy az ATF2 TAD nem csupan
integralja a JNK és p38 feldl érkezd jeleket, hanem a két MAPK-jelpalya relativ
er0sségét is képes érzékelni a gerincesekben (4. abra).

P38 (INK)

ATF2-TAD

. PP
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eoT71]
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4. abra. Az ATF2 transzaktivacios doménjének foszfo-szabalyozasa. Az ATF2 cink-ujj+D-
motivum modulja a JNK DRS-t kéti. Az aktiv p38 esetén bipartikus kélcsénhatas jon létre egy F-
motivum segitségével, feltéve ha a 90. aminosav nem foszforilalt. A k6tédési esemény soran a
JINK és p38 aktivalja a transzaktivaciohoz sziikséges T69/T71 foszfokapcsolot. A foszfokapcsolo
eltéré mértékben reagal gerinces (S90) és gerinctelen (N90) allatokban kiilénbézé JNK és p38
bemenetek hatasara.
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Utdbbinak az alapja egy aminosav csere a hélix-sapka pozicidban. Sajnos, ennek
a komplex szabalyozasnak még nem ismerjik a bioldgiai jelent6ségét, de
rendszerszintl (pl. transzkriptomikai) tanulmanyokkal valdszinlleg magyara-
zatot kaphatnank arra, hogy az ATF2 TAD miképpen hatdrozza meg a
transzkripciot kilonboz6 sejtes kornyezetekben.
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A daganatos megbetegedések vilagszerte sulyos kdzegészségligyi problémat
jelentenek, ez a masodik vezet6 halal ok a sziv- és érrendszeri megbetegedések
utan. Mig 1990-ben a vilagon 5,7 milli6 ember halt meg rakban, addig ez a szam
2020-ban kozel 10 milliéra emelkedett [1]. A molekularis rakkutatas alapja az
olyan génmutacidk azonositdsa, amelyek proto-onkogéneket vagy tumor-
szuppresszorokat érintenek, és nagymeértékben hozzajarulnak a tumorsejtek
novekedéséhez és tuléléséhez. Kutatdsom soran vizsgalt gének homoldgjai a
daganatos megbetegedés két kiilonb6z6 mechanizmusaban vesznek részt: az
sdhb-1 homoldg SDHB elsGsorban a tumor metabolizmusban, mig az ndk-1
homolég NM23-H1/H2 az attétképzodésben tolt be fontos szerepet.

Az SDHB a mitokondridlis Iégzési lanc II. komplexének, vagy masnéven a
szukcinat-dehidrogenaznak egyik alegysége. A szukcinat-dehidrogenaz (SDH) a
citromsav-ciklus részeként a szukcinatot fumaratta alakitja, mig az
elektrontranszportlanc részeként az ubikinon ubikinolla torténd redukcidjat
katalizalja [2]. A négy alegységbdl alld6 SDH enzimkomplexet kodold gének
(SDHA, SDHB, SDHC és SDHD) mutacidi két ritka neuroendokrin tumor, a
pheochromocytoma és paraganglioma (PPGL) kialakuldsara hajlamositanak. A
pheochromocytoma a mellékvese veldallomany kromaffin sejtjeinek daganata,
mig a paraganglioma az autondm idegrendszer extraadrenalis szimpatikus és
paraszimpatikus paraganglionjaibdl eredeztethet6 tumor [3]. A PPGL-ek
progndzisa rendkivil rossz (metasztatikus PPGL-ek Otéves tulélési aranya
kevesebb mint 50%), és hatékony kemoterdapias maddszer jelenleg nem all
rendelkezéslinkre [4]. Mig az emberben az SDHA, SDHC és SDHD mutacidk
foként joindulatl daganatokhoz vezetnek, addig a B alegységet kddold gén
mutacioi gyakran 6rokletes malignus tumorok kialakulasara hajlamositanak [5].
Az SDHB mutaciok hatasara aktivalddott molekularis mechanizmusok és
onkogén Utvonalak feltérképezése elGsegitheti az Uj, célzott terapiak
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kidolgozasat, amelyek segitséget nyujthatnak a rosszindulati PPGL-ek
kialakuldsanak megel6zésében, illetve kezelésében. A PPGL daganatok
hatterében hizédé mechanizmusok jobb megértése érdekében létrehoztunk egy
Caenorhabditis elegans (C. elegans) modellt, amelynek erdsen konzervalt
ortoldogjdban, az SDHB-1-ben a klinikailag relevans Arg230His missense
mutaciénak megfeleld Arg244His (R244H) mutaciot (kodold régid G731A
pontmutacioja) allitottuk eld.

A B

SDHB_HUMAN  —————————————-] MAAVVALSLRRRLPATTLGGACLQASRGAQTAAATAPRIKKFAIYRW
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SDHB_HUMAN DPDKAGDKPHMQT YEVDLNKCGPMVLDALIKIKNEVDSTLTFRRSCREGICGSCAMNINGG
SDHB_CAEL NPEAPGAKPTVQKFDVDLDQCGTMILDALIKIKNEVDPTLTFRRSCREGICGSCAMNIGGQ
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1. abra. Az SDHB-1 Arg244His mutacio sterilitashoz és révidebb élettartamhoz vezet.
A) Az SDHB magas foku konzervaltsagot mutat fonalféregben. A human SDHB Arg230His
missense mutacidjanak a C. elegans Arg244His mutacio feleltetheté meg. B) A vad tipusu
transzgént hordozd allatok (WTR) képesek menekiteni az sdhb-1(gk165) delecid fenotipusat
(L2/L3 larvastadiumban megrekedés), szemben a pontmutaciot hordozoé transzgenikus
dllatokkal (R244H mutansok), amelyek eljutnak a fiatal felnétt stadiumig, de sterilek maradnak.
C/)/ Azk sdhb-1(gk165) deléciés és az R244H mutansok révidebb ideig élnek, mint a kontroll
allato

Kutatasom célja, hogy megallapitsam a C. elegans alkalmas-e a fent emlitett
betegségek modellezésére. Ennek érdekében két transzgenikus vonalat
allitottam el6, amelyek vad tipusd sdhb-1 transzgént, illetve G731A
pontmutaciot tartalmazo transzgént hordoznak sdhb-1(gk165) delécids hattérbe
keresztezve. Az sdhb-1 (gk165) delécios allatok fejlédése L2/L3 larva-
stadiumban megreked. A vad tipusu transzgént hordozo allatok (WTR) sikeresen
menekitették a delécid fenotipusat és képesek fertilis feln6tt egyedekké fejlodni,
szemben a G731A pontmutacidot hordozdé transzgenikus allatokkal (R244H
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mutansok), amelyek ugyan eljutnak a fiatal feln6tt stadiumig, de sterilek
maradnak (1. abra).

Az sdhb-1(gk165) delécids és az R244H mutansok rovidebb ideig élnek (1.
abra), kevesebb funkcioképes mitokondriummal rendelkeznek, mint a kontroll
allatok, valamint hasonléan magas szukcinat/fumarat aranyt és hasonldan
alacsony oxigénfogyasztast mutatnak (2. abra).
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2. abra. Az SDHB-1 Arg244His mutacio megemelkedett szukcinat szintet és lecsokkent
mitokondrialis funkcioképességet eredményez. A) Wes (Capillary Western immunoassay)
segitségével kimutattuk, hogy az R244H mutans allatok is expresszalnak SDHB-1 fehérjét, de
alacsonyabb szinten, mint a kontroll térzsekben. B) Az sdhb-1(gk165) delécios allatok és az
R244H mutans allatok hasonléan magas szukcinat/fumarat aranyt (szukcinat felhalmozddast)
mutatnak. C) Mitotracker festés segitségével azt taldltam, hogy az az sdhb-1 mutans
fonalférgek kevesebb funkcioképes mitokondriummal rende/keznek mint a kontroll allatok. D)
Az allatok oxigénfogyasztasat (OCR) Seahorse XF96 rendszer seg/tsegevel mértem, melynek
eredmenlz/ekent az sdhb-1 mutans fonalférgek csékkent mitokondrialis ox:genfogyasztast
mutatna

A fenti eredményekbdl arra kovetkeztethetlink, hogy az SDH enzim egyik
mutacio esetében sem volt képes ellatni funkcidjat. Ezek az adatok 6sszhangban
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allnak a bioinformatikai elemzéssel, miszerint az Arg230 (C. elegans-ban az
Arg244) guanidino-csoportja egy konzervalt Asp224-Arg230 sohidat képez,

amely nélkulézhetetlen lehet az SDHB fehérje stabilitdsa szempontjabdl (3.
abra).
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3. abra. Az SDHB-1 Arg244His mutacio feltehetéen inaktiv enzimkomplexet, illetve
tumorsejtekre jellemzé metabolizmust eredményez. A) Arg244-nek fontos szerepe lehet
az SDHB fehérje stabilitasa szempontjabdl, elemzésiink alapjan szubsztiticidja akar inaktiv
enzimkomplexet is eredményezhet. B) Az R224H mutans allatokban megemelkedik a laktat és
a piruvat mennyisége, amely magas glikolitikus aktivitasra utal. C) A transzkripcids elemzések
megerdsitették az R244H mutansokban a laktat-dehidrogendz magas aktivitasat. D) Laktat-
dehidrogenaz gatlé alkalmazasa szelektiven késleltette a R244H mutans fonalférgek fejlédését,
mikézben a kontroll, vad tipusu fonalférgekre nem volt hatassal.

Erdekes mddon az Arg244His pontmutdnsok metabolikus profilja eltéré modon
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valtozott meg a deléciés mutansokhoz képest. A pontmutans Aallatok
megemelkedett laktat- és piruvat szintet mutattak, amely magas glikolitikus
aktivitdsra utal. A transzkripciés elemzések meger0sitették a laktat-
dehidrogendz magas aktivitasat, amely felveti annak a valdszinliségét, hogy a
pontmutans allatok a tumorsejtekre jellemzd metabolikus atprogramozason
esnek at. Kutatdsom sordan GSK2837808A laktat-dehidrogenaz gatlét
alkalmaztam, amely szelektiven késleltette a pontmutans fonalférgek fejlédését,
mikdzben a kontroll, vad tipusu fonalférgekre nem volt hatassal (3. abra). Ez azt
jelenti, hogy modelliink gyogyszeresen kezelhetének bizonyult, ezért ugy
gondolom, hogy az altalunk létrehozott C. elegans féregmodell felhasznalhaté a
PPGL daganatokkal szembeni kiilonb6z06 preklinikai gydgyszerjel6ltek hatdsanak
tesztelésére, valamint Uj eszkozként szolgalhat az SDH-hoz kapcsolddé
betegségek hatterében all6 mechanizmus feltérképezésében és Uj kezelési
modszerek kifejlesztésében.

Kutatéi munkam masik részében egy metasztazis szuppresszor, az NM23
homoldg ndk-1 sejtmigracidban betoltott szerepét vizsgdltam a C. elegans
fonalféreg gonad morfogenezisében. Az NM23 géncsalad tagjai nukleozid-
difoszfat-kindzokat (NDPK; nucleoside-diphosphate kinase) kddolnak, amelyek
katalizaljak a nukleozid-difoszfatok nukleozid-trifoszfatokka torténd atala-
kitasat.

Az NDK-1 a human I. csoportba tartozé NDPK-k egyetlen C. elegans homolégja.
Mivel egyes, I. csoportba tartozd NDPK-k jol ismertek, mint a sejtvandorlas
negativ reguldtorai [6], kivancsiak voltunk arra, hogy ez a funkcio
konzervalddott-e a fonalféregben. Ennek vizsgdlatdhoz a C. elegans
hermafrodita gondd morfogenezisét hasznaltuk modellként. A gonad
kialakulasaért a disztalis csucssejtek (DTC; distal tip cell) felelések. A DTC-k a
testtengelyek mentén jellegzetes vandorlasi Utvonalat jarnak be, amely soran
|étrehozzdk a feln6tt hermafroditara jellemzd, két szimmetrikus U-alaku
gonadkart [7].

Eredményeim szerint az NDK-1 fehérje hianya a fonalférgek élettartamanak
rovidlléséhez vezetett, de nem volt hatdssal fejlddésiikre. Az NDK-1 a DTC
migraciot doézisfliggé moddon befolyadsolta: a fehérje teljes hidnya csdkkent
migraciét, a fél ddézisa 24%-o0s penetrancidval ektopikus migraciot, a tul-
termeltetése pedig ismét inkomplett penetrancidval redukalt gonadkarokat, azaz
csOkkent migraciot eredményezett (4. abra).
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4. abra. Az NDK-1 a DTC migraciot dozisfiiggé moédon befolyasolja. A) Az NDK-1 hianya
a fonalférgek élettartamanak révidiléséhez vezet, B) Az NDK-1 tultermeltetéséhez hasznalt
transzgenikus dllatokban az NDK-1::mCherry fehérje mennyisége 30 perc, 37°C-os h8sokkot
kévetoen jelentésen megemelkedik. C) Az NDK-1 fehérje teljes hianya cs6kkent DTC migracict,

a fél dézisa ektopikus migracict, a tultermeltetése pedig redukalt gonadkarokat, azaz cs6kkent
migraciot eredményez.
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Dear Colleagues,

It is with real pleasure that we proudly announce that Lisbon, Portugal, will be
the host city of the 25th IUBMB Congress, the 46th FEBS Congress and the
15th PABMB Congress, in one single global event named The Biochemistry
Global Summit, happening from the 9th to the 14th July 2022.

Organized by the Portuguese Biochemical Society (SPB), in collaboration with
IUBMB, FEBS and PABMB, The Biochemistry Global Summit will be a great
opportunity to be updated with the latest discoveries in the field of biomolecular
sciences and interact with scientists from all over the world.

Lisbon is one of the most dazzling cities in Europe, flanked by the Tagus River,
with great weather and about 290 sunny days each year. It's an historical city
full of stories to tell, yet cosmopolitan where nowadays you can find all kinds of
cultural entertainment and activities to suit every taste.

The Biochemistry Global Summit will take place at Lisboa Congress Centre,
located in the historical area of Belém, by the Tagus River. The program covers
a broad spectrum of timely topics in the fields of molecular life sciences, ranging
from fundamental subjects and approaches to applied research with impact on
human well-being and technological development, bringing together top
scientists from all over the world in a true , global summit”, a label reflecting its
diversity, quality and modernity. A range of science-related educational and
social topics as well as an exhibition from commerce and industry are also
included in the program. The summit will be preceded by the Young Scientists’
Forum taking place in Vimeiro, near Lisbon.

We are working hard every day to make the event in Lisbon a milestone of a new
reality in which we can get back together personally and share all the
experiences that enrich us as professionals and human beings.

On behalf of the Organizing Committee, we would like to warmly invite scientists
from all parts of the world to join us atThe Biochemistry Global Sum-

BIOKEMIA
XLV. évfolyam 4. szam 2021. december
128



l KONFERENCIA FELHIVAS

IUBMB, FEBS and PABMB

mit — the 25th IUBMB, 46th FEBS and 15th PABMB Congresses, and we look
forward to welcoming you in Lisbon in July 2022!
Yours faithfully,

Graca Soveral
Miguel Castanho

Local Organizing Committee

Forras: https://2022congress.febs-iubmb-pabmb.org/
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MOLEKULARIS ELETTUDOMANYI KONFERENCIA 2021

Immaron 5. alkalommal, 2021. november 5-7. ko6zott Egerben, a Hotel
Eger&Park adott otthont a Hungarian Molecular Life Sciences konferencianak. A
hagyomanyokhoz hiven a konferencia tudomanyos szervezését a Magyar
Biokémiai Egyeslilet (MBKE) és a Magyar Genetikusok Egyesiilete (MAGE), mig
a technikai koordinalast és lebonyolitast a Diamond Congress Kft. valdsitotta
meg. A COVID-19 pandémia tamasztotta nehézségek ellenére az élet-
tudomanyokkal foglalkozo kutatd kozésségek nagy szamban, minddsszesen 365
regisztralt résztvevOvel képviseltették magukat ezen a nemzetkozi eldaddkkal is
szinesitett konferencian.

A kongresszuson 4 plenaris eldadas, valamint 12 tudomanyos szekcidban
0sszesen 64 el6adas hangzott el, amelyek kozil a résztvevok a szakteriletiknek
és érdeklodésiknek megfelel6en valaszthattak. A plenaris el6adasok soran
Kacskovics Imre (ELTE, Immunoldgia Tanszék) a mutans human ACE2-Fc,
tiskefehérje kotd6 molekula COVID-19 virus elleni terapias célu alkalmazasaval
kapcsolatos kisérleteiket mutatta be. Lontay Bedta (DE, AOK, Orvosvegytani
Intézet) eléadasaban a smoothelin-like protein 1 molekularis, funkcionalis
jellemzését és a fehérje terapids alkalmazasanak lehetOségeit ismertette az
inzulin rezisztencia, illetve szarkopénia esetében. Nagy Laszlé (ELKH, SZBK,
Biokémiai Intézet) az egysejtli-tébbsejtl eukaridétak szervezédésében eloforduld
konvergens evollcido példait és jelentdségét mutatta be gomba genomok
odsszehasonlitd vizsgalataval. Réthelyi Janos (Semmelweis Egyetem, Pszichiatriai
és Pszichoterdpias Klinika) a skizofrénia hatterében &lld genetikai faktorok
vizsgalatat ismertette a CRISPR technoldgiara alapozott indukalt pluripotens
Ossejtekben torténd de novo mutacidok indukalasan és azok jellemzésén
keresztiil. Poti Addm (ELKH, Természettudomanyi Kutatékdzpont, Enzimoldgiai
Intézet), a Bioscience dij nyertese, el6adasaban a ,Correlation of homologous
recombination deficiency induced mutational signatures with sensitivity to PARP
inhibitors and cytotoxic agents” (Genome Biology 2019 Nov 14; 20(1):240.)
tudomanyos koézlemény eredményeit ismertette.

A 12 tudomanyos szekcid parhuzamosan folyd elGadasai lefedték az
élettudomanyok legfontosabb teriileteit. A valtozatos betegségmodellek
bemutatasan tul, a klasszikus alapkutatasi témak ismertetése soran is érdekes
el6adasok hangzottak el az Ossejtek és a differencidlt sejtek miikodését
befolydsold gének azonositasardl, jellemzésérdl, a génexpresszid genetikai és
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epigenetikai szabdalyozasardl. A nagy lépték(i DNS és RNS szekvenalasi eljarasok
elterjedésének és a kinyert szekvencidk egyre hatékonyabb elemzésének és
osszehasonlitasanak készonhetéen szamos eléadasban lathattuk, hogy ezeket a
technoldgidkat felhasznalva milyen értékes eredmények szlilettek az eredet-
kutatdsban, a szabalyozd RNS-ek és egyedi fehérjék funkciéjanak megérté-
sében, vagy akar a gydgyszerkutatas kilénb6z6 teriletein. Szamos érdekes
el6adast hallhattunk, ahol komplex kisérleti elrendezéseket és valtozatos
modell-szervezeteket alkalmaztak az éleszt6tdl az ecetmuslican at a zebrahalig
sejtbioldgia, sejtélettani és fejlodésbioldgia kérdések megvalaszolasara. A
mikroszkdépos technikdk, valamint az Uj generdacidés szekvenalds legujabb
fejlesztéseit és azok alkalmazasi teriileteit a szponzorald cégek el6adasaibdl
ismerhettik meg.

A bemutatott 191 poszter prezentacid jol tlikrozte az elmult két év hazai
tudomanyos aktivitdasat és lehet6séget adott a részeletes diszkusszidokra,
egylttm(ikodések kialakitdsara, valamint kotetlen beszélgetésekre a konfe-
rencia résztvevoi kozott.

A MBKE Epigenetikai Szakosztalya altal felajanlott dijat Henn Laszlé (ELKH,
SZBK, Genetikai Intézet) nyerte el az alternativ linker hisztonok szerepét
bemutatd poszterével.

A tudomanyos program mellett a konferenciat tdmogatdé cégek standjainal a
legujabb technoldgidkkal, laboreszkdzokkel és m(iszerekkel ismerkedhettek meg
a részvevok.

A szakmai program mellett lehet6ség volt a kdtetlen barati beszélgetésekre is a
k6z0s étkezések és az el6adasok kozotti szlinetek soran.

Osszességében egy szakmailag nagyon szinvonalas, egyittm(ikodéseket inspi-
ralé és jé hangulati konferencia részesei lehettlink.

Sinka Rita
egyetemi docens
SZTE, TTIK, Genetikai Tanszék

A konferencian készillt fotok megtekinthetok: https://2021.hunlifesci.hu/
gallery/
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. BESZAMOLO o
AZ 50. MEMBRAN-TRANSZPORT KONFERENCIAROL

Rendhagyod idOpontban, a szokdasos majustol eltéréen idén november 16-19.
kozott kerilt megrendezésre a siimegi Membran-transzport konferencia (https:/
/www.remedicon.hu/311/50-membran-transzport-konferencia). A hagyoma-
nyokkal valé szakitds oka a COVID pandémia volt, ami mar kétszer, 2020 és
2021 majusdban az esemény elhalasztdsara kényszeritette a szervezOket.
Azonban most novemberben, az oltdsoknak kdszonhetden, a negyedik hullam
arnyékaban, a pandémia el6tti idéket idéz0 szamu résztvevOvel egy sikeres
konferenciat lehetett tartani a siimegi Hotel Kapitanyban. Az idei kongresszust
nemcsak a jarvany tette kilénlegessé, hanem az is, hogy ez volt az 50.
Membran-transzport konferencia. Ez alkalmat adott az 1972-ben kezdddott
konferenciasorozat torténetének attekintésére a kezdetektll egészen napja-
inkig, amelyért Németh Péternek és Molnar Miklésnak tartozunk halaval.

Sajnos fél évszazad elég hosszu id6 ahhoz, hogy szamos, a kongresszusok
szervezésében fontos szerepet jatsz6 ember mar ne legyen vellink, és az elmult
id6szakban két, Simeghez kothetd emblematikus emberrel lettliink szegé-
nyebbek. Gallyas Ferenc emlékezett meg Stimegi Balazsrol, és a tervek szerint
Margittai Eva tartott volna eladast Banhegyi Gaborrdl, azonban ez utdbbi
megemlékezést a jarvany megakadalyozta.

A nyiténap tudomanyos részét a hagyomanyoknak megfeleléen a Kovacs Tibor
dijak atadasa és a dijazottak el6addasai zartak. Idén a Semmelweis Egyetem két
kutatdja, Szeifert Viktoéria és Lengyel Miklés kapta a rangos elismerést.

Az idei konferencia o6t szekciéjanak témai a membranbiofizika legujabb
eredményei és kutatasi mddszerei koré szervezédtek. A szekcidk programjanak
Osszeallitasaért az alabbi 6t kutaténak tartozunk kdszonettel:

e \Varga Zoltan (DE) - Ioncsatornak

e Dénes Addm (KOKI) - Membranjelenségek az idegrendszerben

e Matkd Janos (ELTE) - Membran nanocsovek és extracellularis vezikulumok

e Mandity Istvan (SE) - Membrantranszporterek, sejtpenetralé peptidek

e Galajda Péter (SZBK) - Egyedi sejt manipulacio

Az idegrendszer membranjelenségeirdl szélé szekcid szervezésére eredetileg
Abrahdm Istvant kértem fel, akit azonban tragikusan korai haldla megaka-
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dalyozott abban, hogy a mar nagyrészt 0sszeallitott szekciodt le tudja vezényelni.
Igy Dénes Adadm vallalta el a szekcid Gsszeallitdsanak végsd feladatat, ami
Istvan munkassaganak és félbehagyott életmlivének felidézésére is alkalmat
adott.

Az idei konferencia abbdl a szempontbdl is kiilonleges volt, hogy az 6t plenaris
szekcié koziul haromnak a nyelve angol volt. Ezt az tette szlikségessé, hogy az
adott tudomanyterilet elismert kilfoldi szakért6i tartottak eldadast, ami tovabb
emelte a konferencia szakmai szinvonalat. Tobb el6add videdfdjlban rogzitett
el6adasaval és videdkonferencian lebonyolitott diszkusszié keretén belll
virtualisan volt csak jelen a kongresszuson. A szakmai program Osszeadllitasat
elvégzd szekcidelnokdoknek a magyar tudomanyos élet résztvevéi kozll is
kiemelked6 képviseloket sikerlilt meggybdzni arrdl, hogy részt vegyenek a
Membran-transzport konferencidan, ami a hagyomanyokhoz hiven a kilonb6z6
tudomanyterileti képvisel6ik kavalkadjanak koszonhetéen tovabb vitte az
interdiszciplinaritds simegi hagyomanyat.

Minden konferencia kliléndsen fontos eseménye a poszterek bemutatdasa, ami
idén is élénk érdekl6dést valtott ki. A hagyomanyoknak megfeleléen egy
négytagu poszterzs(iri értékelte a posztereken bemutatott tudomanyos
eredményeket és a prezentdld szerzd altal tartott roévid Osszefoglalast. A
poszterzslrizést idén Gesztelyi Rudolf (DE), Barabas Klaudia (PTE), Beke-Somfai
Tamas (TTK) és Gombos Imre (SZBK) végezte magas szakmai szinvonalon és
lelkesedéssel. A zs(iri dontése alapjan az alabbi nyolc szerzé kapott dijat és
egyben lehet6séget arra, hogy eredményeiket roviden, a pénteki zaroé-
szekcidban, a Fiatal Kutatok Féruman el6adja:

e Lampé Nora, DE

¢ Muhammad Umair Naseem, DE

e Vari Balazs, Orszagos Onkoldgiai Intézet

e Varga-Zsiros Vanda, SZBK

e Toth Istvan Balazs, DE

e Surguta Sara Eszter, Orszagos Onkoldgiai Intézet
e Sarnyai Farkas, SE

e Abraham Agnes, SZBK

A hagyomanyos stiimegi hangulatot egy kissé visszafogta a pandémia miatti
aggodalom és felel6sségérzet. De a hivatalos programon kivili diszkusszidk és
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eszmecserék idén is szamos kés6bbi kollaboraciét alapoztak meg, és a
szabadidds, levezetd programok biztositottdak a kollégak kozotti baratsagok
apolasat. A konferencia logisztikajanak biztositdsaért idén is a Remedicon Kft.-
nek tartozunk halaval. Reményeink szerint az 51. Membran-transzport
konferencidra 2022 majusaban kerll sor, és a stafétabotot a zardszekciod
alkalmaval mar at is vette Tévari Jozsef, akinek sok sikert kivanok a kdvetkezo
kongresszus megszervezéséhez.

Nagy Péter
Debreceni Egyetem,
Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet
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BESZAMOLO A PEPTIDKEMIAI MUNKABIZOTTSAG
2021. EVI TUDOMANYOS ULESEROL

Az MTA Szerves és Biomolekuldris Kémiai Tudomanyos Bizottsdg keretében
mUkod6 Peptidkémiai Munkabizottsdag (PKMB) szokasos majusi, 2019 évi
tudomanyos lésérél irt beszamoldnkat igy =zartuk: ,Taldlkozzunk jovore,
ugyanitt!”. Legmerészebb elképzeléseinkben - de taldn mondhatni, hogy a
vildagon senkiéjében sem - sejthettik, hogy az életiink hamarosan mennyire
megvaltozik, a 2019 decemberében Kinabdl indult Covid-19 pandémia mennyire
felforgatja a munkdankat, a mindennapjainkat, a szokasainkat, a taldlkoza-
sainkat. Raadasul, nem gondoltuk volna, hogy ilyen sokaig kell birkéznunk a
vildgjarvannyal... Szerencse a szerencsétlenségben, hogy a virus hulldmokban
tamadott. Igy 2020 majusa helyett - a negyedik nekifutasra - 2021. oktdber 11-
13. kozott jelenléti konferenciat tarthattunk, a szokasokhoz hiven a Richter
Gedeon Nyrt. dlldjében, Balatonszemesen. A taldlkozon érezni lehetett az
oromot, a felszabadultsagot, hogy a védettségi igazolvany birtokaban Ujra
egyltt lehetiink, szakmai és barati beszélgetéseket, programokat tarthatunk.

A konferencian o6sszesen 83 f6 vett részt, kdztlik nagyszamu fiatal. A gazdag
tudomanyos program 9 szekcidjaban 52 eldadas hangzott el, amelyek
bemutattak a hazai peptid- és fehérjekutatas legfrissebb eredményeit. A néhany
éve elinditott angol nyelvli szekcid egyre népszer(ibb, idén 9 f6 adott itt eld,
részben Magyarorszagon dolgozo kilféldi kutatok, részben hazai eldaddk.

Az els6 napi tudomanyos programot a Medzihradszky Kalman emlékiilés zarta,
amelyen a 2019 majusaban elhunyt akadémikus, a peptidkémia nemzetkozi hird
tudosa, az ELTE egyetemi tanara, a PKMB ikonikus alakja, egykori elntke
munkassaga és élete el6tt tisztelegtiink. Téth Gabor (SZTE, Orvosi Vegytani
Intézet) mint a PKMB jelenlegi elndke, Orosz Gyodrgy egykori tanitvany és
Benyhe Sandor (SZBK, Biokémiai Intézet), a tobb mint harom évtizedes
egylttm{kod6é partner, a néhai Wollemann Maria vezette kutatdcsoport tagja
tartott éiménygazdag eldadast. Ebben a szekcidban kertlt bejelentésre, hogy Dr.
Medzihradszky-Schweiger Hedvig férje emlékére dijat ajanlott fel, amely az
évente megrendezendé MTA Peptidkémiai Munkabizottsdag tudomanyos (ilésén
keril atadasra. Az Alapitvany a Magyar Peptid- és Fehérjekutatasért
Kuratériuma nevében Hudecz Ferenc elnok tisztelettel és kdszonettel elfogadta
a felajanlast. A dij megnevezése Medzihradszky Kalman el6addi dij. A Professzor
Ur nagy sulyt helyezett a jé eléadasokra, munkatarsait, hallgatéit is erre
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O0sztonozte. A dij 2021-2030 kozti 10 éves id6szakban kerll odaitélésre, évente
harom 40 év alatti el6add pénzbeli jutalmazasaval.

Els6 este a vacsora utan kertlt sor a PKMB nyilvanos Ulésére, ahol frissen silt
pogacsa és remek borok kdstolasa mellett Téth Gabor elndk bejelentette, hogy
az elnok és titkdr megbizatdsa lejart. A jelolés és szavazas az Uj
tisztségviselOkre online fog majd torténni. Ezutadn kotetlen barati beszélgetés
folyt, tobbek esetében hajnalig.

A tovabbi szekcidk a kovetkez6 témakoroket olelték fel: peptid szintézis, a
peptidek analitikdja és szerkezetvizsgalata, peptid konjugatumok, bioldgiai
hatasok, a fehérjék szerkezete és funkcidja, elméleti kémia.

A konferencia végén kerllt sor a Medzihradszky Kalman eléaddi dijak atadasara,
amelyet a 4 tagl szakmai zs(ri Enyedi Kata Noranak (ELTE, TTK, Szerves Kémiai
Tanszék, ELKH-ELTE Peptidkémiai Kutatdcsoport), Bencs Fruzsinanak (ELTE,
Hevesy Gyorgy Kémia Doktori Iskola, ELTE, TTK, Kémiai Intézet) és Kovacs
Danielnek (ELTE, Hevesy Gyorgy Kémia Doktori Iskola, ELTE, TTK, Kémiai
Intézet) itélt.

A rendezvényen 3 cég (ABL&E-JASCO Magyarorszag Kereskedelmi és Szolgaltaté
Kft., Gen-Lab Kft., UNICAM Magyarorszag Kft.) mutatta be a termékeit.

Koszonjuk a kiallitd cégek és az Alapitvany a Magyar Peptid és Fehérjekutatasért
altal nyudjtott anyagi tdmogatast!

Bizunk benne, hogy a 2022 évi MB (lés a szokott id6ében, a szokott helyen
kerlGlhet megrendezésre!

Toth Gabor Sziics Maria
elnok titkar
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ORMOS PAL 70 EVES

Az ELKH Szegedi Bioldogiai Kutatokdozpont (SZBK) Uj konferenciakdzpontjaban
szeptember 10-én egy kotetlen hangulatl, az eléaddk személyes emlékeivel
flszerezett tudomanyos (lésen és az azt kdvetd barati beszélgetéseken
koszontottik a 70 éves Ormos Palt, vagyis — ahogy az SZBK-ban sokan hivjuk -
Palit. Az GUnnepi Glést Zimanyi Laszld, az SZBK Biofizikai Intézetének igazgatdja
kedves szavakkal nyitotta meg, majd Nagy Ferenc, az SZBK fdigazgatdja és
Matyus Laszlé, a Magyar Biofizikai Tarsasag elndke kdszontotte az Unnepeltet.
Ezt kdvetden Szabd Gabor, az MTA Fizikai Tudomanyok Osztalyanak tagja, a
Szegedi Tudomanyegyetem volt rektora méltatta ot. (Megjegyzendd, hogy
Zimanyi Laszl6 2015-ben az intézet igazgatdi, Nagy Ferenc 2018-ban az
intézmény féigazgatdi feladatat vette at éppen Ormos Paltdl. Szabd Gabor pedig
az Unnepelt egykori didktarsa is.) Az Gnnepi Ulést harom tanitvanya, Galajda
Péter, Kelemen Lérand és Vizsnyiczai Gaszton el6adasa zarta, a fiatalok a
mesterikkel kozoés munkajukrol és élményeikrél beszéltek.

Ormos Pal 1951-ben sziletett Szegeden. A szegedi Jbézsef Attila
Tudomanyegyetemen (JATE) szerezte meg fizikusi oklevelét 1975-ben. Ezutan
késobbi allandd munkahelyének, a Szegedi Bioldgiai Kutatékdzpont Biofizikai
Intézetének kutatdja lett, ahol 1978-t6l tudomanyos munkatarsi, 1985-tdl
tudomanyos fémunkatarsi beosztasban dolgozott. 1983-ban megszerezte a
fizikai tudomany kandidatusa cimet. 1985-t6l 1991-ig megszakitasokkal az
Illinois Egyetemen oktatott vendégprofesszorként. Hazatérésekor, 1991-ben
megszerezte az MTA doktora cimet, és tudomanyos tanacsaddi beosztasban
folytatta a kutatdmunkat a Biofizikai Intézetben. 1994-t6l 2015-ig az intézet
igazgatoi tisztét toltotte be. Tudomanyos eredményei elismeréseként 1998-ban
a Magyar Tudomanyos Akadémia levelez6, 2004-ben pedig rendes tagjava
valasztottak. 1998-ban a JATE habilitalt doktora, majd cimzetes egyetemi tanara
lett, emellett az ELTE Bioldgiai Fizikai Tanszék részfoglalkoztatasu egyetemi
tanara is volt. 2010-ben az MTA SZBK fbigaz-gatojava nevezték ki.

Kutatasainak lényege a fény biomolekuldkkal és élettelen anyagokkal vald
kdlcsonhatasanak megértése és alkalmazasa. Az ezredforduldig a biofizikan
bellli f6 kutatasi terlilete a bioldgiai makromolekuldak mikodésének vizsgalata
volt, elsGsorban optikai, spektroszkdpiai és elektromos mérési mddszerekkel.
Erdeklédése kozéppontjdban a bioldgiai energiadtalakitds molekularis mecha-
nizmusai, a fehérjék dinamikaja, szerkezetlik és m(ikodésiik kapcsolata volt, és
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a bakteriorodopszin [1] és a mioglobin [2] m{kddési dinamikajaval foglalkozott
legmélyrehatdbban. A bakteriorodopszin (fénnyel hajtott protonszallité bakte-
rialis membranfehérje) téman egyltt dolgozott Keszthelyi Lajos akadémikussal,
a téma meghonositdjaval, aki a Biofizikai Intézet igazgatdjaként és az SZBK
féigazgatojaként is Ormos Pal elddje volt. Kiemelkedd eredménye volt ebben az
idoszakban a fehérje elektromos valaszjelének megmérése és értelmezése,
amivel hozzajarult a protonpumpa molekularis mechanizmusanak megértéséhez
[1]. Egy példasan sikeres témavaltast kovetden tudomanyos tevékenységének
Uj csapasiranya a nano-biotechnoldgia lett, ezen belll is az optikai
mikromanipulacié. A 2000-es évek elejétdl kutatdcsoportjaval annak lehet6-
ségeit tanulmanyozza, hogy miként alakithatd at egy fény-nyalab impulzusa
szabalyozott mechanikai mozgassa. Galajda Péterrel kdzosen ekkor dolgoztak ki
a lézeres megvilagitason alapuld, kétfotonos polimerizacié segitségével
el6allitott és ,fénnyel hajtott” mechanikus mikroszerkezetek m(ikodési elvét és
technikai részleteit, amelynek komoly nemzetkézi visszhangja volt. A jelenséget
els6ként bemutatd cikkik a tématerilet egyik alapkézleménye [3]. A
bakteriorodopszin, illetve a fény segitségével eldallitott és hajtott mechanikus
mikro-szerkezetek témakrdl ma mar nem lehet Ormos Pal kutatasi eredményei
nélkldl beszélni, hiszen ezeken a tudomanyterileteken iskolateremtévé valt.
Eddig tobb mint szaz tudomanyos kézleménye jelent meg.

Tobb éven keresztil volt az MTA Biofizikai Bizottsaganak tarselndke, illetve tagja
az Atom- és Molekulafizikai, valamint a Lézerfizikai Bizottsagnak. 1996-t6l 2005-
ig a Nemzetkozi Elméleti és Alkalmazott Fizikai Szévetség (IUPAP) Biofizikai
Bizottsaganak tagja, 2002 és 2005 kozott elndke volt, illetve ez utébbi perio-
dusban a Szbvetség elndkhelyettesi teendéit is ellatta. 2000-t6l 2007-ig a
Magyar Biofizikai Tarsasag elndke, azéta tiszteletbeli elndke. A felsoroltak
mellett tagja az MTA Szegedi Terlleti Bizottsaganak, elndke az E6tvds Lorand
Fizikai Tarsulatnak, valamint valasztott tagja (fellow) az Amerikai Fizikai
Tarsasagnak. A biofizika terén elért tudomanyos eredményeiért 1991-ben a
Straub-emlékérem dijazottja volt. 1998-ban Széchenyi professzori 6sztondijban
részesllt, 2002-ben pedig az &ltaluk kidolgozott optikai mikroszerkezetekért
Galajda Péterrel kbzdosen megosztott Széchenyi-dijat vehettek at. 2011-ben a
Pro Urbe Szeged dijjal, 2015-ben a Szdkefalvi-Nagy Béla-dijjal, 2016-ban Jedlik
Anyos-dijjal, 2018-ban a Magyar Erdemrend K6zépkeresztjével tintették ki.

Lényeglatasa, legendasan jé humora és kdzvetlen modora miatt Palival mindig
élvezet beszélgetni valamilyen tudomanyos témardl vagy akar a mindennapi élet
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dolgairdl. A sziletésnapi innepségén a fiatalabb kutatéknak atadott intelme igy
hangzott: ,Elni kell az életet, mert nagyon gyorsan elmegy!” O maga
példamutatéan muivel a kutatdmunkabol vald kikapcsolodast lehetévé tevo
olyan szabadidds tevékenységeket, mint utazasok, fotdzas, sielés vagy falidrak
felUjitdsa és készitése, és egyébként mindenféle gépezet érdekli. Mentalitasat
jol illusztrdlja az is, hogy a Biofizikai Intézet kollektivajatél sziletésnapi
ajandékba kapott adrenalin csomagbdl az ejtéernyOs ugrast valasztotta és azt
oktdber 23-an teljesitette is.

Ormos Pal emeritus professzorként ma is aktivan részt vesz a Biofizikai Intézet
tudomanyos életében. Tovabbi munkajahoz jo egészséget és vidam életfelfogasa
megorzését kivanjuk!

Pli Tibor )
tudomanyos tanacsado
ELKH, SZBK, Biofizikai Intézet

pali.tibor@brc.hu
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l FELHIVAS A 2021. évi kiemelkedé cikkek listajanak bekildése

FELHIVAS

A Biokémia folydirat szerkeszt6bizottsaga fontosnak tartja, hogy az MBKE tagjai
értesiljenek tagtarsaik kiemelked6 tudomanyos eredményeir6l. A korabbi

évekhez hasonldéan a marciusi lapszamban megjelentetjik a kiemelkedo
kozlemények listajat. Kérjuk, hogy kildjék be:

a 2021-ban a FEBS Letters, FEBS Journal, FEBS Open Bio, Molecular
Oncology, TIBS, IUBMB Life, FASEB Journal ujsagokban megjelent,
valamint
IF > 8 (a 2020/2021-as SCI szerinti) cikkek listajat.

Bekiildési hatarido:
2022. februar 15.

A listat Szlics Maria f6szerkesztének kérjik bekildeni a szucs.maria@brc.hu
e-mail cimre.
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l FELHIVAS Alapitvany a Tudomanyos Szemészetért palyazata

ALAPITVANY A TUDOMANYOS SZEMESZETERT FELHIVASA

Az alapitvany célja a szemészeti biokémia, illetve retinakutatas terén kifejtett
tudomanyos tevékenység segitése, tovabbi eredmények elérésének 6sztonzése
tovabba a tudomanyos eredményt elért orvosok és kutatdk elismerése
pénzjutalommal és emléklappal.

Az alapitvany nyitott, a csatlakozék vagyoni hozzajarulasukkal, tamogathatjak
az alapitvanyt.

A dijra palyazni lehet biokémiai vagy szemészeti élettani kutatdmunka, illetve
retinakutatas alapjan készitett, az elmult évben megjelent magyar vagy idegen
nyelven publikalt tudomanyos dolgozattal. A palyazé a palyazati hatarido
lejartakor nem lehet tébb 35 évesnél.

A beérkez0 palyazatokat a Kuratorium elbirdlja és 2022-ben 2 dijat oszt ki:
szemészeti (retinakutatas) és biokémiai témaban. A dijakat és az
okleveleket a Magyar Szemorvostarsasag Kongresszusan adjuk at.

A palyazatok beadasi hatarideje: 2022. aprilis 30.
Prof. Dr. Janaky Marta, SZTE AOK Szemészeti Klinika,
6720 Szeged, Koranyi fasor 10-11 cimre.

_ Prof. Dr. Janaky Marta ]
az Alapitvany a Tudomanyos Szemeszetert
Kuratorium elnbke
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ELHUNYT DR. CSEH SANDOR (1967-2021)

2021. oktdber 24-én varatlanul elhunyt dr. Cseh Sdandor, a TargetEx Kft.
Ugyvezetd igazgatdja és résztulajdonosa.

Cseh Sandor 1967. marcius 15-én Zalaegerszegen sziiletett, és ott érettségizett
a Zrinyi Miklés Gimnaziumban 1985-ben. Ezt kdvetben felvételt nyert az ELTE
TTK vegyész karara. Diplomamunkajat és PhD fokozatat dr. Zavodszky Péter,
akadémikus, egyetemi tanar irdnyitasaval szerezte az MTA Enzimoldgiai
Intézetében, 1997-ben. Szakmai érdekl6dése ekkor fordult a molekularis
bioldgia és immunoldgia terlilete felé. Parhuzamosan a Kdézgazdasagtudomany
Egyetemen kdzgazdasagi szakoklevelet szerzett.

A kovetkez6 években kulfoldi tanulmanyutakon bdvitette szakmai tudasat.
1999-2001 k6zott FEBS posztdoktori 6sztdondijas volt Grenoble-ban; majd 2001-
2003 kozott a Tennessee Egyetemen, (Memphis, USA) dr. Tigyi Gabor kutatd
csoportjaban dolgozott.

Hazatérése utan 2003-ban, a frissen alakult biotechnolégiai spin-off vallalkozas,
a RecomGenex kutatasi igazgatdja lett, majd egy kétéves kitérot kovetden
(Produkem Kft., Vac, cégvezetd), 2005-t6l tragikus elhunytdig a RecomGenex/
TargetEx Ugyvezetd igazgatdjaként tevékenykedett. Részt vett a vallalkozas
figgetlenné valasaban 2007-ben (a cég ekkor kapta a mai TargetEx nevet), és
immar résztulajdonosként a cég 0nalld6 miikédésének megszervezésében és
felvirdgoztatasaban.

Hatalmas munkabirdsaval, elkotelezettségével életben tudta tartani a vallal-
kozast a 2008-as gazdasagi valsag idején is szamos eurdpai és hazai palyazat
elnyerésével. Uj szakmai kapcsolatok kiépitésével gydgyszerkutatast tdmogatd
szolgaltatasokat (fehérje expresszid, esszéfejlesztés, bioldgiai szlirés) nyujtott
a Richter Gedeon Zrt., PharmaHungary stb. felé, majd a cég portfolid bovitésével
els6sorban molekularis bioldgiai fejlesztéseket végzett a biotechnoldgiai cégek
(CEVA, FluArt és Elbion stb.) szamara.

Vezetése alatt siker(lt az angliai PCR Biosystems céggel partnerségi kapcsolatot

|étesiteni, ami Uj piaci lehetdségeket és nemzetkdzi elismertséget hozott a cég

szamara. Ezen kapcsolat keretében és szamos sikeres Uj fejlesztés eredmé-

nyeként kerllt kialakitdsra a diagnosztikai enzim portfélid, ami a Covid-19
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jarvany hatterében komoly piaci sikerhez vezetett és megteremtette a cég
hosszlU tavu fejlédését ebben a szektorban. Ennek eredményeként is a
vallalkozas létszama kozel 20 fére bovilt, és magasan kvalifikdlt munkaerd
allomanyt sikerllt 6sszeverbuvalni.

Varatlan haldla egy sikeres szakmai és vezetGi életivet tort meg. Fiatalon
hagyott itt minket, de teljes életet élt és egy viragzé vallalkozast hagyott maga
utan. Munkatarsai irdnyaban maximalis lojalitds, empatia és korrektség
jellemezte, mindenkivel szinte barati kapcsolatot apolt. Tavozdsa hatalmas
veszteség a TargetEx és a biokémiai, molekuldris bioldgiai szakmai kdzdsség
szamara is.

Emlékét szeretettel és tisztelettel megdrizziik, nyugodjék békében!

Dr. Dorman Gyorgy
_ TargetEx Kft. 3
gyogyszerkémiai vezeto
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