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Kitiintetések, dijak

AZ MBKE TAGJAINAK ELISMERESEI
2014. JUNIUS 15. ES 2014. DECEMBER 15. KOZOTT

Az MBKE 2014. évi vandorgyl(lésén Venetianer Pal akadémikus, az MTA SZBK
emeritus professzora Tanké Béla életmi dijat, Nagy Laszl6 akadémikus, a
Debreceni Egyetem Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet professzora Tanko
Béla dijat vehetett a4t eddigi munkdassaga elismeréseként.

A Magyar Tudomanyos Akadémia majusi, 185. kozgyllését kdvetd tisztujitasi
folyamat eredményeként négy tudomanyos osztaly élén Uj elndk all a kdvetkez6
harom évben. A Bioldogiai Tudomanyok Osztalya élére Fésiis Laszlot, az
MBKE elnokét valasztotta a testilet.

A FEBS Council Vértessy Beatat,(az MBKE fotitkarat) az Advanced Course
Committe élére valasztotta.

Hét magyar taggal bovilt az Academia Europea tagjainak szama. A tébb mint
haromezer tagot — kozottiik Nobel-dijasokat is - szamlalo kdozosségébe az idén
felvételt nyert Tompa Péter, az MTA TTK tudomanyos fémunkatarsa.

Soti Csaba, a SOTE Orvosi Vegytani, Molekuldris Bioldgiai és Patobiokémiai
Intézet docense Huzella Tivadar emlékérmet kapott a stressz, az 6regedés és
a tanulas teriletén elért eredményeiért.

A Magyar Tudomany kategdria Veszprém Megyei Prima Dij 2014. évi
nyertese Vonderviszt Ferenc, a Pannon Egyetem M(szaki Informatikai Kar
Nanotechnoldgiai Tanszékének professzora.

A jelentds eredményeket elért, 45 évesneél fiatalabb kutatok kozil idén 188-an
nyerték el a Bolyai Janos Kutatasi Osztondijat. Koztik:

Kenessey Istvan, Semmelwies Egyetem,
Kovesdi Dorottya, ELTE Immunoldgiai Tanszek,
Lukacs Andras, Pécsi Tudomanyegyetem, AOK,
Szo6ll6si Gergely Janos, MTA TKI.

A harminc év alatti tudosoknak nyolcadik alkalommal kiosztott Junior Prima
Dijat magyar tudomany kategoriaban tiz fiatal vehette at, kéztik Enyedi
Balazs (SE Elettani Intézet) a sejtélettan kutatdéja, aki els6sorban a reaktiv
oxigénszarmazékokat és a gyulladasos folyamatokat tanulmanyozza és Nagy G.
bioldgiai folyamatokat vizsgalja bioinformatikai, filogenetikai és genomikai
technikakkal.

A Lendiilet Fiatal Kutatéi Program 2014. évi nyerteseinek ismertet6jébdl
(Biokémia XXXVIII. EVFOLYAM 2. SZAM 2014. junius) sajnalatos mdédon kimaradt
Nagy G. Laszl6 (lasd fent) és Juhasz Gabor, aki az autofagiat tanulmanyozza
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kutatocsoportjaval az MTA SZBK-ban. A dijazottaktdl szives elnézést kériink
és mostani szamunkban 6rommel kozoljik Juhdsz Gabor és munkatarsainak a
kutatasi témat bemutaté irasat, lasd 17. oldal.

Orosz Ferenc, az MTA TTK Enzimoldgiai Intézet tudomanyos
igazgatdhelyettese a svéd Sarkcsillagrend Parancsnoki Fokoza-
tat kapta a Raoul Wallenberg Egyesilet elndkeként végzett
tarsadalmi munkajaért.

Gratulalunk a kitiintetetteknek!
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I AKIKRE BUSZKEK VAGYUNK Venetianer Pal

BUTTERFLIES, BACTERIA, BOOKS. MY WAY...1
Dear Colleagues, Ladies and Gentlemen,

First of all I want to express my gratitude
to the Presidium of the Hungarian
Biochemical Society for bestowing me
this honor. 1 especially appreciate it,
because I am old enough to have known,
respected and liked the late Béla Tankd,
so it is a pleasure to receive an award
'+ named after him. As this award honors a
H whole scientific carreer, I suppose that I
am expected to summarize my life’'s work and achievements. Although these are
fairly modest, I still find it impossible to tell it all in 25 minutes. Therefore, I shall
restrict myself to the mentioning of only a few decisive turning points, and a few
publications — not necessarily the most successful ones - that were memorable
for me for some reason or other. In other words: which I liked most.

~My way is to begin with the beginning”, as Lord Byron once wrote, so I must
first answer the question, which probably many of you asked: why butterflies?
Because, as a high-school student I was a passionate collector of butterflies. This
hobby of mine was shared with such cultural heroes as Béla Barték or Vladimir
Nabokov, but they were only amateurs and I wanted to become a professional
lepideptorologist. This desire induced me to enroll to ELTE as a student of biology
and chemistry. During the university years however I had to realize with some
regret that the zoology and botany disciplines terribly bored me, the teaching
of general biology and genetics were in those years (the nineteen fifties) at
shockingly low level, whereas the chemistry (which I originally regarded as an
unnecessary burden, only making my biological studies less attractive) became
more and more interesting for me. Probably the only teacher during my student
years, who proved to be intellectually stimulating, was Endre Bird, who taught
biochemistry. Although I was not yet aware of the fact that he secretly translated
James Joyce’s difficult novel, Finnegans Wake for his desk drawer, and of his
deep involvement in philosophy, I somehow sensed his spiritual superiority. Still,

! Venetianer Pal elbadasa a ,,Tanké Béla életmdii-dij” atvételén, az MBKE vandorgylilésén 2014.
augusztus 24.-én Debrecenben.
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Venetianer Pal

I have not decided yet to become a biochemist. After graduation I received three
letters of recommendation from a family friend, to three different institutions and
it was pure chance that my first visit was to Agnes Ullmann in Straub’s Institute
of Medical Chemistry at SOTE. She introduced me to Straub, and this proved to
be a decisive moment for my whole life. Straub immediately impressed me as a
giant, and now, after having known several leading figures of the biochemistry
and molecular biology of the last third of the twentieth century, I still believe that
he was one of the greatest personalities I had the good fortune to have known.

Although I was very happy in this Institute, as I admired the big boss, Straub
and I liked my immediate supervisor Agnes Ullmann, my first years there
proved to be unsuccessful. I was in the state what Tibor Dévényi describes in his
classic book as ,generalkrach”, when one day Straub offered me a bright idea.
He said: ,Everybody working on protein synthesis (that was the main subject
of our research then) wants to know how the peptide bonds are formed. But
proteins have other covalent bonds as well. Why don’t you look at the formation
of the disulfide bridges?” Indeed, I was not aware of any work, dealing with this
problem. I went immediately into the library and found those epoch-making
papers from Anfinsen’s lab (which eventually won the Nobel-prize for him) in
which they described that if they reduced under denaturing conditions the four
disulfide bridges of ribonuclease, then, after removal of the denaturing agent,
under mildly oxidizing conditions, the original structure was reformed, with the
recovery of the activity of the enzyme. That is: only the original structure, not
the mixture of the 105 possible isomers. However, this process required several
hours. We thought that in vivo this cannot happen that slow, there might be an
enzyme catalyzing this reaction. I set up a very primitive experimental system
and, lo and behold, the very first experiment convincingly indicated the existence
of such an enzyme.

Figure 1. The recovery of ribonuclease activity in the
presence(upper curve) and absence (lower curve) of
a cell-free extract of pancreatic tissue.
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Venetianer Pal

For the next few weeks I lived in Hershey’s heaven (the Nobel-prize winning
molecular biologist, Al Hershey once answered the question ,What is scientific
happiness?” with ,To do an experiment that works, and keep doing it all the
time”). Well, I did not repeat the same experiment, but in this period all my
experiments worked, and every one of them resulted in a step forward. I think
you all know how rare this is in the life of an experimentalist. Our intention
was to publish only after having purified the enzyme to homogeneity, but in
1962, we learned through the grapevine that Anfinsen’s group also found this
enzyme and they also heard about our results. So Anfinsen sent his coworker,
Bob Goldberger to Budapest, to discuss matters with us. This visit had three
important consequences for me, the decision to publish our preliminary results,
an invitation to work in Anfinsen’s laboratory, and the start of a lifelong friendship
with Bob. So we published the discovery of the enzyme - later named protein-
disulfide-isomerase (PDI) - simultaneously with them. Anfinsen in his Nobel-
lecture said that ,The dicrepancy between the in vivo and in vitro rates led to the
discovery of an enzyme system which catalyses the disulfide interchange reaction”
[1] and he properly referred to our [2] and their papers [3]. Nevertheless, if an
unknown Hungarian publishes anything in parallel with a Nobel-prize winner; it
is unavoidable that the latter will be cited much more frequently than the former.
As it happened in this case (323 versus 127 citations). Still, the discovery proved
to be significant, PDI produces now 540,000 hits in a Google search, and a recent
review claims that it might be an important target of anticancer drugs [4].

In the National Institutes of Health, I quit the PDI enzyme, and with it classical
enzymology as well. By joining to Bob Goldbergers newly formed group I was
converted into a bacterial molecular biologist. The published results of this
postdoctoral year in the USA were not very memorable, but the participation at
weekly working lunches with the best and the brightest molecular biologists of
the NIH, Gordon Tomkins, Bruce Ames, Bob Martin, Philip Leder, Gary Felsenfeld
and others, exerted a lasting influence on my thinking, and future work.

After my return I received my first collaborator Ern6 Duda, and not much later the
second, Andor Udvardy. Both of them became lifelong friends and they formed
the seed of my group when we all moved to my second and final workplace, the
Biological Research Centre in Szeged. There, my ,idée fixe”, the - somewhat
utopistic - aim of my research effort became the isolation of a single gene,
and the study of its function and regulation in an in vitro, isolated system. As
usual, this goal was first achieved not by us, but by Jon Beckwith at Harvard
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University, nevertheless this ,mad pursuit” (to quote Francis Crick) led to two
important consequences on my way. First: my chosen target, the gene coding
for rRNA in Escherichia coli became the principal research subject of our group
for the next 15 years, resulting in 30 publications. Second: when I read the first,
ground-breaking publications on the type II restriction endonucleases (in 1972),
I realized that these will be the adequate tools for reaching our aim, the isolation
of a single gene. So, I advised my two new collaborators, Béla Sain and Antal
Kiss to reproduce the purification of the first such enzyme, EcoRI, and to look for
new restriction endonucleases. Then, in 1973, on the invitation of Philip Leder,
who was the co-discoverer with Marshall Nirenberg, of the method that led to the
final elucidation of the genetic code, and a later winner of the prestigious Lasker-
prize, I spent a year again in the NIH. There I developed a then very promising-
looking method, which however became soon obsolete, mainly due to the triumph
of the genetic engineering revolution [5]. After my return to Szeged we joined
with full force to this revolution. Not much later, with Antal Kiss and Béla Sain
we performed the first successful molecular cloning experiments behind the iron
curtain. At that time I frequently heard the comment that I imported genetic-
engineering from the Leder-lab. This may sound boastful, but the opposite was
true. As I mentioned earlier, we started working with restriction enzymes before
I went to the States. In the Leder-lab I purified the first restriction enzyme, 1
gave a seminar about the ground-breaking papers of Boyer and Cohen, which
opened the genetic-engineering epoch, and the - very successful - work on the
development of new cloning vectors, started there by David Tiemeier and Shirley
Tilghman only after I left the Leder-lab.

Lukacsovich T.

h”‘l““] &

Udvardy K. Komdesin E.

Figure 2. My group around 1980.
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Venetianer Pal

So, after my return, as the head of a very talented and enthusiastically working
team, we reached our target, we cloned an rRNA gene and studied its structure,
function and regulation, became versatile in the techniques of molecular cloning,
and were the pioneers of DNA sequencing in Hungary.

From this period I should like to mention the story of two papers. One day
Antal Kiss, who then digested the genome of E. coli for cloning purposes, and
hybridized the fragments with radioactive rRNA, showed me a digestion pattern
with the enzyme BamH1.

-
[—
_—=
bl
Figure 3. Agarose-gel electrophoresis and hybridization with
radioactive rRNA of BamHI-digested DNA from an rRNA-gene
carrying phage (A), and E. coli (B).
A B

It was known then that the rRNA genes are redundant, but their number was not
yet known. As most of the digestion patterns formerly seen by us, were much
more complicated than this one, we concluded that probably the BamH1 enzyme
- in contrast with the other, previously used enzymes - does not cleave any of
the rRNA genes and the seven bands of approximately equal intensity mean that
the number of RNA genes is seven. I proposed some simple control experiments
to Béla and Anti and after having obtained the expected results I wrote a short
paper on a single evening. We submitted it next morning to FEBS Letters, it was
accepted immediately, without any change, and the result became a textbook
fact [6]. If one would make a cost benefit analysis, by dividing the number of
citations to a paper by the number of working hours necessary to produce the
results and writing the paper, this paper would have won the contest for me with
a wide margin.
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Venetianer Pal

The second favorite paper was of a very different kind. Ever since my youth I
loved logical riddles. When we decided to determine the restriction map of all
seven rRNA genes of E. coli, this work (by the way, today it would be a task
solved by a computer in a few seconds) was a ,first”, the determination of the
restriction map of seven genes from a whole genome, simultaneously.

— a e Figure 4. Physical map of
[ Ii the seven rRNA operons
5 L el R = g of E. coli. Thick solid
| K ?’_': _':f__:_i: ii,“;“: H1| -‘-tj- . &l bars represent the 16S
el E;. f ;:, % “f;:ﬁ E: o ﬁ : ?_ and 23S rRNA sequences.
S j"f i idse ‘.: f" : _‘j_ The beginning of the 16S
"o . g - . - =3 sequence was chosen as point
£ =¥ 2 il I"‘ a2zl B L of reference and distances in
e . RT3 'F:E’;H "1 «ilobases are related to this
= z - |“-E 2 =%I g point. The vertical line in
T TR Y 052 the middle of the 165 rRNA
‘:3 4 bs |3 i il ::_ sequence donates a 0.1 kB
T Fi:-ij.}"‘ji" E?h-j EE'"_ j“:_ o, long region where all five
— :~:_ b ¥ I 3 :fi -E‘ ensymes written in the.top
i : - o =t e s row have cleavage sites.
j; : d RO M 1 3% Dotted arrows represent

" "y R 'i'u_l;' o '15 «a undecided alternatives.

The experimental data, that is: agarose gel electrophoresis of digestion products
with different enyzmes, and subsequent hybridization with radioactive rRNA,
were mainly produced by Imre Boros, and with these data I spent for weeks,
every afternoon and sometimes the night also in a permanent state of ,flow”
(to use the psychological term coined by Mihaly Csikszentmihalyi), enjoying the
hard, concentrated logical thinking, and the pleasure of having finally solved the
difficult riddle. Although when we submitted the paper, I was worried that the
reviewers will not be able to follow the very complicated reasoning behind the
results, this paper was also accepted immediately, without any change [7].

As a consequence of our successful cloning work, and the general worldwide
enthusiasm surrounding its possible practical applications, our group was
commissioned by the secretary of the Academy of Sciences and the Gedeon
Richter Company, to create a bacterial strain expressing human proinsulin.
In retrospect I look back to this project with ambivalence. It proved to be a
challenging and exciting task, but it required a large amount of scientifically
unrewarding work from my whole group. Finally, we solved the problem, the
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I AKIKRE BUSZKEK VAGYUNK Venetianer Pal

constructed E. coli strain produced human proinsulin very efficiently [8], but - of
course - the industrial production has never been realized and scientifically the
results did not mean anything, as this task had already been solved by leading
American groups, and genetically engineered human insulin was already available
on the market. Nevertheless, the result made me sort of a media-celebrity for a
short while. This fact was exploited by my colleagues in the institute, when they
portrayed me as ,The insulin-sultan” at the yearly carnival-entertainment show
of the Szeged centre.

Figure 5. ,,The insulin-sultan” on the BRC carnival.

In this period we used large amounts of different restriction endonucleases,
the purchases of which would have been hardly affordable with our very limited
convertible-currency budget. So we prepared most of these enzymes ourselves
and because this activity was carried out on a fairly large scale, we also generated
some extra income from the sale of these enzymes. This meant also a shift
in the focus of our research. Restriction enzymes which were earlier only the
tools now became the objects of our research. We discovered, and characterized
several new restriction endonucleases and modification methylases, cloned and
sequenced several genes coding for them, and studied the expression, and
mechanism of action of several such enzymes. This line of research also resulted
in nearly 30 publications. I should like to mention two of these.

This paper [9] describes a generally applicable method for the cloning of
modification methylase genes, and the successful application of the method for
the M.Bsp enzyme. The idea of this method was not mine, it came from my
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Venetianer Pal

friend and collaborator Antal Kiss, but I liked it very much and perhaps never
in my whole scientific career followed the outcome of an experiment with more
excitement and enthusiasm. When it proved to work, we celebrated the result
with a bottle of champagne. This method has since been referred to in the
literature, even today, as ,The Hungarian trick”.

isolation of total
R e e e plasmid DNA
BspRI DNA

e - ©

l!i;ﬁﬂnn J' digestion with Bxp RS

O B,
g e M o
O O ;T::?;:m: cleavage-resistant

plesmid

transformation transformation
iato E. coli into E. el

Amp® clone cartyng ihe
E.coli cells M B1pR! gene

Figure 6. "The Hungarian trick” in cloning.

I sometimes wonder that if we would have been smart enough to patent this
procedure, we could have become quite rich, because most of the restriction
endonucleases and modification methylases have been produced by the various
companies selling these enzymes by the application of this method.

The second paper describes the first complete sequence of a restriction
endonuclease — modification methylase gene set [10]. I show this to boast with
my second Nobel-prize winning coauthor (after Anfinsen), Rich Roberts. The
sequencing was done partly in his lab by Antal Kiss, partly in mine by Gydrgy
Pdsfai (by the way, he is my present boss).

Finally, from this period I should like to mention the rather funny case of a
non-existent paper. In the production and characterization of restriction
endonucleases we were in collaboration with other East European laboratories.
One of our partners, Manfred Hartmann from Jena once gave me a sample of a
purified enzyme, which he prepared from an unknown, contaminating bacterial
strain and he thought that it might represent a new specificity. He asked us
to determine the recognition and cleavage specificity of this enzyme. Then, as
the director of the Institute of Biochemistry I spent very little time in the lab
working manually, but I thought that this task would be just suitable for me, so
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I decided to do it myself. Indeed, in a few weeks, I could unambiguously prove
that the enzyme recognizes and cleaves a new, hitherto unknown sequence,
and I proposed Manfred to send us the strain, or the purification protocol of the
enzyme for a joint publication. He replied that he was terribly sorry, but the strain
died before it was identified, and they were unable to recover it. So we could not
publish, although the original preparation lasted for two more years, we used it
frequently, and called it enzyme X. The interesting and surprising climax of the
story is that although nearly thirty years passed since then, and the number of
known restriction endonucleases now exceeds 3000, the X enzyme has not been
discovered yet by anybody else, and this sequence is not recognized by any
known enzyme.

Figure 7. The recognition and cleavage specificity of enzyme X.

And finishing this account of my way, I might say a few words about my books.
I wrote seven books, all dealing with the popularization of molecular biology, or
various aspects of it. Now, I should like to comment on two of them. The book
~DNA, yesterday, today, and tomorrow” [11] contained three essays on the past,
present and future of molecular biology. The third essay discussed the possibility
of creating artificial life. Well, in 2010 the sensational results of the team of Craig
Venter were widely acclaimed as just this: the creation of artificial life. Upon
reading Venter’s paper, I re-read my essay on this problem written 36 years ago,
and I found with great satisfaction, that my conclusions remained valid after so
many years, and Venter’s results nicely fit in the conceptual framework of my
article.

The second comment refers to my book on GM-plants (,,Gene-modified plants:
what are they good for?”), written three years ago [12]. You might ask: why did
I write this book as I never worked with plants and never had anything to do with
the agricultural sciences. As an answer, I should like to cite one of my scientific
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heroes, Jacques Monod. Shortly before his untimely death, Monod received a
fan-letter from a schoolboy, asking him: what are the main moral values of his
life. Monod’s answer was, that ,The quality that appears most important to me,
is the love of truth, or rather, the hatred of lies. I prefer to speak of the hatred
of lies rather than the love of truth, since one is never sure of holding the truth,
whereas with lies, one is almost always able to detect them, to discover them,
and to denounce them.” I completely agree with him. I simply could not swallow
the heap of lies, falsehoods and stupidities in the debate surrounding the case of
GM-agriculture, and that ,hatred of lies” motivated me to write this book.

The usual conclusion of such a talk is to thank to the masters, disciples and
collaborators. I omit this, because during the talk I mentioned all my masters,
and some of my most important collaborators. I do not call them disciples,
because probably I learned more from them, than they learned from me. And I
cannot mention them all because as I counted for this talk: I had altogether 74
coauthors in my publications. So, I finish with expressing only thanks to my wife,
Anikd Venetianer, who is also a scientist, and who has been with me already for
46 years on my way, helping, criticizing and very rarely also praising.

References

[1] Anfinsen, C.B. (1973) Principles that govern the folding of protein chains.
Science, 181: 223-230.

[2] Venetianer, P. and Straub, F.B. (1963) The enzymic reactivation of reduced
ribonuclease. Biochim. Biophys. Acta, 67: 166-168.

[3] Goldberger, R.F., Epstein, C.]J. and Anfinsen, C.B. (1963) Acceleration of
reactivation of reduced bovine pancreatic ribonuclease by a microsomal system
from rat liver. J. Biol. Chem. 238: 628-35.

[4] Xu, S.L., Sankar, S. and Neamati, N. (2014) Protein disulfide isomerase: a
promising target for cancer therapy. Drug Discovery Today, 19: 222-240.

[5] Venetianer, P. and Leder, P. (1974) Enzymatic synthesis of solid phase-bound
DNA sequences corresponding to specific mammalian genes. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 71: 3892-3895.

[6] Kiss, A., Sain, B. and Venetianer, P. (1977) The number of rRNA genes in
Escherichia coli. FEBS Letters 79: 77-79.

[7] Boros, I., Kiss, A. and Venetianer, P. (1979) Physical map of the seven
ribosomal RNA genes of Escherichia coli. Nucleic Acids Res., 6:1817-1830.

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 4. szam 2014. december

15



Venetianer Pal

[8] Venetianer, P. (1985) A human proinzulint termeld baktériumtorzs eldallitasa.
(in: Napjaink biotechnolégidja. OMFB tanulmanyok 7: OMFB-OMIKK. ed: L.Kallai,
Budapest) pp. 42-45

[9)] Szomolanyi, E., Kiss, A. and Venetianer, P. (1980) Cloning of the modification
methylase gene of Bacillus sphaericus in E. coli. Gene, 10: 219-225.

[10] Kiss, A., Posfai, G., Keller, C.C., Venetianer,P. and Roberts, R.]J. (1985)
Nucleotide sequence of the BsuRI restriction-modification system. Nucleic Acids
Res., 13: 6403-6421.

[11] Venetianer, P. (1978) Molekularis bioldgia: Tegnap. Ma, Holnap. Magvetd,
Bp. Gyorsuld id6.

[12] Venetianer, P. (2010) Génmoddositott névények — Mire jok? Typotex, Bp.

Pal Venetianer
Professor emeritus
Biological Research Centre, HAS
Szeged

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 4. szam 2014. december

16



Juhdsz Gabor

AZ AUTOFAGIA SZEREPENEK ES SZABALYOZASANAK
VIZSGALATA DROSOPHILA MODELLEN

Takats Szabolcs, Nagy Péter és Juhasz Gabor
ELTE Anatomiai, Sejt-és Fejlodésbioldgiai Tanszék

Az autofdgia egy valamennyi eukariéta sejtre jellemzd katabolikus folyamat,
mely soran a sejt sajat anyagait bontja le a lizoszdmalis rendszer segitségével.
Harom f6 tipusa létezik: a chaperone-medialt autofagia (CMA), a mikroautofagia
és a makroautofagia. Ez a harom egymastdl morfoldgiailag teljesen eltéro
utvonal harom kilénb6z6 valaszt ad arra a problémara, hogy hogyan juttassunk
at anyagot a citoplazmabdl a lizoszoémalis kompartment belsejébe, annak
hataroldmembranjan keresztil. A CMA (ton ez a Hsp70 csaladdba tartozo
dajkafehérjék segitségével valdosul meg, melyek a lebontandd fehérjéket a
lizoszdma membranhoz szallitjdk, ahol a LAMP2A transzmembran fehérje
altal alkotott csatornan keresztil jutnak be a lumenbe. A mikroautofagia a
CMA-ndl nagyobb kapacitasu, igy annak folyaman nemcsak egyes fehérjék,
hanem kisebb citoplazma részek és organellumok (példaul peroxiszomak) is
bejuthatnak a lizoszdémakba. Ennek soran a lizoszéma membranja egy adott
helyen benyomddik, majd a keletkez6 vezikula (belsejében a citoplazma egy
részletével) lef(izddik a lizoszdma lumenébe, ahol tartalma membranjaval egytt
lebomlik. A harom folyamat kozll az utolsénak targyalt makroautofagia szallitja
a legnagyobb anyagmennyiséget, mivel terjedelmes citoplazma részleteket és
organellumokat (mint példaul a mitokondrium) is képes a lizoszdmaba juttatni
és lebontatni. Ehhez el6sz6r egy membran ciszterna, az ugynevezett fagofor
vagy izolald membran jon létre, mely fokozatosan novekedve korilveszi a
lebontandd citoplazmarészt, majd egy kettés membrannal hatarolt vezikulava,
autofagoszémava zarddik. Az autofagoszéma egy érési folyamat révén valik
alkalmassa a lizoszomakkal torténd fuzidra. Az ily mddon létrejové emészto
kompartmentet autolizoszOmanak nevezziik. Mivel a cikk hatralévd részében
csak a makroautofagiarél lesz sz6, ezért a tovabbiakban az egyszerliség kedvéért
ezt nevezzik autofagianak.

Az autofagia kulcsfontossagu szerepet jatszik az eukariéta sejtek és tobbsejtli
élélények dinamikus egyensulyi allapotanak biztositasaban, és a valtozé
korilményekre adott adaptacids valaszokban. A folyamat alacsony szinten
allanddan zajlik valamennyi eukaridta sejtben, igy biztositva az eldoregedett
fehérjék lebontasat. Ez a bazalis autofagia elengedhetetlentl fontos példaul a
terminalisan differencidlédott neuronok normalis mikodésének fenntartasaban,
mivel az autofdg lebontasra képtelen modelldllatok hibas konformacioju
fehérjék megjelenése nélkil is neurodegeneracids tiineteket mutatnak. Emellett
az autofagia tekintheté az egyik legfontosabb sejtszintl stresszvalasznak,
a folyamat ugyanis szamos kilénb6z6, a sejt szamara el6nytelen hatasra
fokozddik, mint példaul éhezés, szérum megvonas, baktérium- és virusfert6zés
vagy oxidativ stressz. Megjegyzendd, hogy ezekben az esetekben a karosodott
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sejtalkotdk lebontasa mellett gyakran a nélklilozhet6 bioanyagok is lebomlanak,
mivel a felszabadulé monomerek bioszintetikus és energiatermeld folyamatok
alapanyagaként a tulélést és alkalmazkodast szolgaljak. Az autofagia tulzott
aktivitdsa ugyanakkor a sejt pusztulasahoz vezethet, ami az egyedfejlédés soran
programozott moédon is bekdvetkezhet. Az autofdgidnak a sejtpusztuladsban
feltételezett szerepét mutatja, hogy a jelenségnek kiilon neve is van: II-es tipusu
programozott vagy autofag sejthaldl. Fontos azonban kiemelni, hogy pusztuld
sejtekben gyakran megfigyelhetd az autofag strukturak megjelenése, ami nem
feltétlendl jelenti azt, hogy az autofagia aktiv szerepet vallal a sejtpusztulas
soran. Viszonylag kevés esetben sikerilt ugyanis dokumentalni azt, hogy az
autofagia hianya megakadalyozna a sejt dngyilkossagat. Ugy tlinik tehat, hogy
az autofagia els6dleges feladata a sejtek tulélésének biztositasa.

Az autofagia folyamatat 1960 kordl irtak le, és tanulmanyozasaban mar a
kezdetektOl fogva részt vettek hazai kutatdk is. Az ELTE Allatszervezettani,
mai nevén Anatdomai, Sejt- és Fejlédésbioldgiai Tanszékén az 1960-as években
indult autofagia kutatdsok mind a mai napig sikerrel folynak. Eleinte a kildnféle
allati sejtek bizonyos egyedfejlddési allapotokban vagy hormonkezelés hatasara
mutatott autofag aktivitasat vizsgaltak foleg elektronmikroszkoppal, azaz a
jelenség morfoldgiai leirdsara szoritkoztak.

Az 1990-es évek kdzepén mas laborokban végzett, Uttérd élesztd genetikai
vizsgalatok azonositottak az elsd olyan géneket, melyek aktivitasa sziikséges
az autofagoszémak kialakuldsahoz [1]. Ezek a késObb egységesen Atg és egy
szam roviditésével jeldlt gének tdbbsége evollcidosan konzervalt, homoldgjaik
novényekben és allatokban is megtalalhatdk. Az Atg gének felfedezése hatalmas
|okést adott az autofagia kutatasanak. Egyrészt igy valt lehetségessé a folyamat
specifikus biokémiai és fluoreszcens mikroszkdépos vizsgalata megfelel6 fuzios
fehérje riporterek és ellenanyagok felhasznalasaval. Masrészt funkcionalis
genetikai analizis révén tesztelhetévé valt, hogy az Atg gének funkcidjanak
gatlasa (mutansok, RNS interferencia vagy dominans-negativan haté génvaltozat
vizsgalataval) milyen hatassal van egy adott folyamatra.

A 2000-es évekre mar ismertté valt, hogy az Atg fehérjék tobb komplexet/
funkcionalis egységet alkotnak, és ezek egymassal egyittmikodve vesznek
részt a fagofdér és az autofagoszoma kialakitdsaban. Az autofagiat szabalyozé
fehérjekomplexek kozil a hierarchia csucsan az Atgl kindaz komplex (allati
sejtekben ezt az Atgl/ULK1, Atgl3, Atgl7/FIP200 és az Atgl101 alkotja)
helyezkedik el, melyet kozvetlenll a sejtek anyagcseréjének kdzponti regulatora,
a TORC1 (target of rapamycin complex 1) szerin-treonin kinaz komplex irdnyit. A
TORC1 a novekedési jelekre (pl. IGF, azaz insulin-like growth factor) aktivalodé
jelatviteli atvonalak és a sejtben Iév6 tapanyagok és egyéb fontos molekulak
(pl. aminosavak, glukdz, oxigén) szintjérdl kapott informacidkat O0sszegezve
szabalyozza a sejtndvekedést és az autofagiat. Novekedési faktorok jelenlétében,
amennyiben a tapanyag- és oxigénszint is megfelel, az aktiv TORC1 (bizonyos
kulcsfehérjék foszforilacidjaval) serkenti a transzlaciot (S6K, 4EBP) és gatolja az
autofagiat (Atgl). A novekedési jel elmaradasa, vagy az aminosavak szintjének
csokkenése viszont a TORC1 inaktivalddasat eredményezi, aminek kdvetkeztében
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az Atgl komplex aktivitasa megnd és fokozddik az autofagoszomak képzddése.
Ehhez sziikséges a tobbi Atg fehérje mlikodése is. A Vps34 lipid kinaz komplex
(alegységei: Vps34, Vps15, Atg6/Beclinl, és az autofag Utvonal esetén az Atg14)
a fagofér és az autofagoszOma membranban taldlhatd foszfatidil-inozitol-3-
foszfatot (PI3P) allit el6. Ez a foszfolipid bizonyos effektor fehérjéket (mint pl. a
DFCP1 vagy az Atg18/WIPI csaladba tartozo fehérjék) megkotve segiti az autofag
strukturak kialakulasat. Az autofagoszéma biogenezisében fontos szerepe van
az Atg9-nek is, mely az egyetlen transzmembran fehérje az Atg géntermékek
kozott. Feltételezik, hogy az Atg9 egy vezikularis transzport Utvonal részeként
segiti kulonféle forrasokbdl (Golgi, plazma membran/endoszémak) a képz6do
fagoforhoz torténé membranszallitast. Végll, de nem utolsdsorban, az Atg8
csaladba tartozé ubikvitin-szerl fehérjék (ide tartozik eml6sdk esetén az LC3
is) lipidacidja soran a szolubilis Atg8-bdl (Atg8-1/LC3-I) foszfatidiletanolaminnal
konjugalt Atg8-II/LC3-II jon létre, melyet El-szer( (Atg7), E2-szer(i (Atg3,
Atg10) és E3-szerl (Atg5-Atg12-Atg16 komplex) fehérjék segitenek el6. Az Atg8-
IT lipid horgonyaval a fagofér membranjahoz kapcsolédik, és a korabban emlitett
Atgl és Vps34 fehérjekomplexek kotésével segiti nemcsak az autofagoszémak
kialakuldsat, hanem a szelektiv autofag szubsztratok lebontasat is [2].

Erdemes megjegyezni, hogy korabban az autofagiat egy aspecifikus folyamatnak
gondoltak, ami tobbé-kevésbé véletlenszerlen bontja le a citoplazma adott
részeit. Mara mar ismertté valtak olyan sejten belili receptorok, amelyek sérilt
sejtorganellumok és ubikvitinadlt fehérjéket tartalmazd aggregatumok szelektiv
autofag lebontasat teszik lehetdvé. Az ehhez sziikséges autofag adaptorok kozul
a p62/SQSTM1 fehérjérdl irtak le elsbként, hogy a lebontandd anyag kijeldlése
és a fagoférhoz vald iranyitdsa a feladata [3]. Szamos doménje kozll az UBA
(Ubiquitin Associated) felelds a poliubikvitinalt fehérjék megkotéséért, a PB1 (Phox
and Bem1) segitségével pedig tobb p62 molekula képes multimert képezni, igy
egy p62-bdl és ubikvitinalt fehérjékbdl alléo aggregatum jon létre. A p62 fehérje
mellyel a p62 az Atg8/LC3 csaladba tartozé fehérjékhez tud kotni. A fagoforon
talalhatd lipidalt Atg8-II fehérjékhez ezért kotédhetnek a p62-t tartalmazé
fehérjeaggregatumok, igy biztositva azok autofagiaval torténd eliminalasat. A
p62-hdz hasonld funkcidokkal rendelkez6 adaptorok soraba tartoznak példaul az
NBR1 és az optineurin fehérjék is. Ismereteink a szelektiv autofag receptorok
fontossagarol folyamatosan bdéviilnek, szereplket leirtak mar intracellularis
patogének (mint a Salmonella, Mycobacterium) és sérilt mitokondriumok
lebontasaban is [4].

Az autofagia tehat a kozelmult és napjaink bioldgiai kutatasanak egyik vezet6
és toretlendl fejlodo terlilete, ami az évente ebben a témaban publikalt cikkek
szamaban is jol tikrozodik (1. abra). Az autofagia kutatdsaban tovabbra is
aktiv részt vallalunk mi, az ELTE Anatdmiai Tanszékének kutatdi is, akik 2009-
ben Wellcome Trust és OTKA tamogatassal alapitottunk ©6nallé csoportot.
Vizsgalataink kdzéppontjaban mindig is egy népszer(i modellallat, a Drosophila
melanogaster allt. A vizsgalati rendszer er0ssége, hogy a bioldgiai folyamatok
in vivo, egy teljes allatban tanulmanyozhatdk. Tovabbi eldnyei kdzé tartozik a
rovid generacids id6, az eml6sdkéhez képest alacsony genetikai redundancia,
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valamint az a kiforrott genetikai eszkdztar, melynek segitségével kdnnyedén
kivitelezhetlink funkcionalis vizsgalatokat.

Autofigidval kaposolates publikaciok szdma

publisaciok szama

) ;:ll.;bl-lk;tc;uk é'.'-a
1. abra. Az autofagia témajahoz kapcsolodé publikaciok évenkénti szamanak alakulasa
a Pudmed adatbazis alapjan.

Projektjeink egy része a korabban elvégzett munkak szerves folytatasa volt, mint
példaul az Atg gének expressziovaltozasanak vizsgalata autofagia indukcid soran.
Mind a metamorfdzis kezdetén bekovetkezd un. fejlddési autofagia, mind pedig
az éhezéssel indukalt valasz soran kimutathatd ezen gének transzkripcidjanak
fokozédasa a larvalis zsirtestben, mely az emldsdk majaval és zsirszovetével
hasonld funkciét betdltd metabolikus és raktarozo szerv [5, 6]. A legnagyobb
mértékl génexpresszido ndvekedést ebben a szdévetben az Atg8a mutatja, részben
azért, mert az autofag membranokhoz kotétt Atg8a fehérjemolekulak fele minden
egyes autofagoszéma ciklusban lebomlik. A kiils6 membranhoz kapcsolt allomany
ugyanis levagddik és Ujrahasznosul, mig a bels6 membranhoz kapcsolt allomany
a lizoszdémaba jut. Emellett jelentOs indukciét mutat a foszfolipid effektort kddolo
Atg18, és az autofag adaptor génje, a p62 (melyet Drosophila-ban Ref2P-nek is
neveznek). Erdemes megemliteni, hogy a klilonféle stresszhatasokra aktivalédo
Foxo transzkripcios faktor bizonyos Atg gének atirdsanak fokozasaval igen fontos
szerepet jatszik az autofagia indukcidjaban, amely nemcsak a mi elséként leirt
Drosophila kisérleteinkben volt egyértelm(i [5], hanem a késdbbiekben emlds
sejtekben is igazoltak homoldgjainak hasonld funkcidjat [7].

Idestova tobb mint egy évtizede vizsgaljuk az élesztOben leirt Atg gének
homoldgjainak mikodését Drosophila-ban. Az elsOként RNS interferencia
segitségével jellemzett Atg3-at kovetben az Atg8 konjugacids rendszer E1-szerl
enzimét kddold Atg7-re allitottunk eld null mutansokat [8, 9]. Az Atg” delécios
allatok ugyan életképesnek bizonyultak, azonban a kifejlett gytmodlcslegyek
progressziv neurodegeneracids tiineteket mutattak, melyet csokkent élethossz
és a neuromuszkularis rendszer hibajat jelz6 mozgasképtelenség kisért. Az
idegsejtek pusztulasat feltehetben az ubikvitinalt fehérjeaggregatumok drasztikus
mértékl felhalmozddasa okozta. Ez a megfigyelés teljes mértékben egybevagott
a neuronspecifikus Atg5 és Atg7 génkiltott egerek vizsgalata soran dokumentalt
tinetekkel, és megalapoztak az autofagia ubikvitindlt fehérjék lebontasaban
jatszott esszencialis szerepét [9-11].
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Az autofag indukcié soran els6ként az Atgl kindz komplex aktivalddik.
Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy ezen fehérjekomplex alegységeinek
tultermeltetésével az autofag lebontas genetikai Uton is fokozhatd Drosophila-
ban. Ez a hatas leginkdbb az Atgl overexpresszidé esetén szembetling, de a
FIP200 tultermeltetése esetén is kimutathaté [12, 13]. Megjegyzend6, hogy
az autofagoszéma képzddés soran szintén fontos szerepet jatszd Vps34 lipid
kindz komplex az endocitézishoz és a lizoszomaba irdnyuld bioszintetikus
fehérjetranszporthoz, azaz a lizoszomalis fehérjék célba juttatasdhoz is
szlkseéges. Ezeket a fenotipusokat elsékeént karakterizaltuk in vivo, Vps34 null
mutans és genetikai mozaik allatok kilonféle széveteiben [14]. Erdekes mddon
a foszfolipid effektor Atg18 és kotdpartnere, az Atg2 igen hasonld szerepet
toltenek be éleszt6ben, mivel funkcidovesztéses fenotipusaik megegyeznek. Ezzel
szemben allati sejtekben az Atg18 hianya megakadalyozza a fagofér |étrejottét,
mig Atg2 mutansokban a fagofor membranok halmozddnak fel mind féreg és
emlds, mind pedig - sajat vizsgalataink alapjan — Drosophila sejtekben [15, 16].

Az immar tobb mint 6t éve m(ikddo labor elsd projektje egy nagy léptékd, in vivo
genetikai szlrés volt. Ennek soran 6sszesen mintegy 7200 olyan Drosophila gén
csendesitését vizsgaltuk tobb Iépcsdben, melyek egyértelm( human homoldggal
birnak. Az mCherry-Atg8a fluoreszcens riporter segitségével végrehajtott
elsOdleges sz(irés |Iényege az volt, hogy autofag strukturak kialakulasat vizsgaltuk
éheztetett, genetikai mozaik larvak zsirtestében. A szomatikus rekombinacio révén
létrejott, GFP-vel jeldlt funkcidvesztéses sejtklonok fenotipusat hasonlitottuk
0ssze az ugyanazon szovetben talalhatd vad tipusu sejtekével. Az elsOGdleges
sz(rés soran potencialis taldlatnak latsz6 gének autofagiaban betoltott funkcidjat
tovabbi fliggetlen RNS interferencia vonalak segitségével ellen6riztik. Az igy
igazolt talalatokat tovabbi fluoreszcens riporterek és immunfestés segitségével
rendeztik fenotipus kategodriakba. Az azonositott mintegy szaz gén kozott a
mar ismert inzulin/TOR Utvonal és az Atg gének mellett tdébb olyat is talaltunk,
melyek autofagidaban betoltott szerepét kordbban nem ismertik.

A sz(rés talalatai kozott feltlint a Myc transzkripcios faktor, melynek hianyaban a
sejtekben éhezés hatasara nem indukalédott megfeleld mértékben az autofagia.
A Drosophila Myc human homoldgjai jol ismert onkogének, overexpresszidjuk
szamos tumortipus esetén kimutathatd. A Myc tulm(ikddésének hatasara mind a
poliploid zsirsejtek, mind pedig a fejlodd szarny diploid sejtjei nemcsak fokozott
novekedést, hanem meglepd mddon szintén megnévekedett autofag aktivitast
mutattak jol taplalt allatokban is. Kimutattuk, hogy az autofag indukciét a Myc
fehérjetranszlaciét novel6 hatdsa miatt fellépé ER stressz (unfolded protein
response) okozza [17].

Az autofagia és a tumorképzddés kapcsolata némileg ellentmonddasos. Egér
modelleken végzett kisérletekbdl vannak adatok arra vonatkozdan, hogy az
autofagia gatlasakor megné a jellemzbéen joindulati raktipusok el6fordulasi
gyakorisaga. Ugyanakkorarrolis szdlnak publikacidk, hogy az autofagia sziikséges
bizonyos, kildnféle stresszhatasoknak kitett raksejtek életben maradasahoz és
novekedéséhez. Ilyen stresszhatdsok példaul az éhezés és az oxigénhiany foként
a szolid tumorok belsejében taldlhatd sejtek esetén, valamint a kemoterapia.
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Genetikai episztazis kisérleteink alapjan a Myc tultermelés hatdsara fokozdédo
sejtnovekedést az Atg gének hidnya vagy az ER stressz utvonal gatlasa
megakadalyozza mind poliploid, mind diploid szdvetekben. Ezzel 6sszhangban,
a klinikumban mar rakellenes terapiakban alkalmazott, a lizoszémalis lebontast
gatld klorokvin kezelés is meggatolta a Myc sejtndvekedést fokozo hatasat [17].
Ezek az adatok azt az izgalmas lehetdséget vetik fel, hogy a Myc funkcionyerés
alkalmas terapia lehet valamilyen autofagia inhibitorral torténd kezelés. Ez azért
nagy jelent6ségl felfedezés, mert a kiterjedt prébalkozasok dacara eddig még
nem sikerillt & Myc ellen alkalmas hatdéanyagot fejleszteni, mig ez sikerilhet azon
Atg fehérjék esetén, amelyek jol definialt katalitikus centrummal rendelkeznek.
Drosophila eredményeinkkel 6sszhangban human sejtek esetén is kimutattak,
hogy a Myc sziikséges az autofagidhoz, valamint hogy Myc-fliggd tumorok
novekedéséhez sziikséges az ER stressz-autofagia Utvonal egerekben [18, 19].

Genetikai sz(iréstink soran kilén csoportba soroltuk azokat a géneket, melyek
hidnyaban az autofagoszéma-lizoszoma fuzid gatldédott. A jellegzetes fenotipus
jegyek kozé tartoztak a savas autolizoszOmak hianya, az autofégia szubsztrat
p62 szintjének megemelkedése, valamint az autolizoszdmakhoz viszonyitva
apré mCherry-Atg8a pozitiv autofag strukturak perinuklearis felhalmozddasa.
Mivel allati sejtekben az autofagoszoma-lizoszéma fuziét szabalyozé faktorokrol
nem sokat lehetett tudni, célul tlztlik ki a fuzids folyamat aktiv résztvevoinek
jellemzését. A membranok fuzidjaért rendszerint a SNARE csaladba tartozo
fehérjék felel6sek. A SNARE-ek jellemzden transzmembran doménnel rendelkez6,
vagy membran-asszocialt fehérjék, és kozos jellemz6jik egy (vagy a SNAP
csalad esetén kettd) SNARE domén jelenléte. Ez egy specialis coiled-coil domén,
kivalté komplexet létrehozni. A SNARE komplex kialakuldasdhoz az elfogadott
modell szerint 0sszesen négy SNARE domén sziikséges. Kozllik az egyik
membranban harom SNARE domén helyezkedik el, mig a masikon egy SNARE
domén talalhatd. A sz(irés soran harom olyan SNARE fehérjét kédold gént is
azonositottunk, melyek hianyaban az autofagoszoma-lizoszéma fuzié sérilt: a
Syntaxin 17-et (Syx17), az ubisnap-et (usnp/dSNAP-29) és a Vesicle Associated
Membrane Protein 7-et (VAMP7). Mivel ezek kozill a Syx17-nek és VAMP7-nek
egy-egy, az usnp-nek pedig két SNARE doménje van, a harom fehérje egyitt
képes lehet egy mikodoképes SNARE komplexet |étrehozni.

Szerencsérealabormegalakulasaotaelteltdtévsoranafolyamatosfejlesztéseknek
koszonhetbéen a kezdetektdl alkalmazott genetikai és elektronmikroszkopos
technikak mellett jelentdsen megndtt az autofagia kutatasahoz Drosophila-ban
alkalmazhatd eszkoztarunk. Tébbféle transzgénikus riporter térzs és ellenanyag
révén fluoreszcens mikroszkdpia mellett sejttenyészeti és biokémiai mdédszereket
(western blot, ko-immunoprecipitacid) is rutinszerlien hasznalunk. Ezeknek
koszonhetben sikerilt immunoprecipitacios kisérletekben kimutatnunk mind a
sejttenyészetben tultermeltetett és ,felcimkézett” harom fehérje, mind pedig a
kifejlett legyek lizatumaban az endogén Syx17 és usnp kdlcsonhatasat. Fény-
és elektronmikroszkopos lokalizacios kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy
a Syx17 az autofagoszoma kilsd6 membranjan helyezkedik el, és feltehetben

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 4. szam 2014. december

22



Juhdsz Gabor

a vezikula létrejotte utan egy érési folyamat részeként kertl oda, igy fuzids
kompetencia faktornak tekinthetd. A Syx17 null mutans imagdkon végzett
maszas (negativ geotaxis) teszt soran azt tapasztaltuk, hogy a mutans legyek
a kontroll allatokhoz képest alig képesek fiiggblegesen felfelé maszni. Ezt a
defektust feltehet6en az autofagoszomak neuronalis felhalmozddasa valtja ki,
mivel ezek a sejtek citoplazmajanak mintegy 6todét elfoglaljak. Igy elmondhatjuk,
hogy az autofagoszoma-lizoszéma fuzid in vivo gatlasa az Atg gének hianyahoz
hasonld neuromuszkularis zavarokat eredményez [20]. Cikkink revizidja soran
jelent meg egy parhuzamos kutatasbodl szliletett publikacido, melyben human
sejttenyészetben szintén leirtak a Syntaxin 17 komplex tagjainak szerepét az
autofagoszéma-lizoszoéma fuzioban [21].

Az eukariéta membranok egyesiilésében a SNARE fehérjék mellett az Ugynevezett
panyvazo komplexekis fontosak, melyek a fuzid korai szakaszaban a két membrant
0sszekotik. A szlirés soran azonositottuk a HOmotypic fusion and vacuole Protein
Sorting (HOPS) panyvazd komplexnek mind a 6 alegységét (Vpsll, Vps16A,
deep orange/dor/Vpsl18, carnation/car/Vps33, Vps39, light/lt/Vps41l), melyek
barmelyikének csendesitése a Syx17 komplexhez hasonlé funkcidvesztéses
fenotipust mutatott, 6sszhangban a HOPS-szal kapcsolatos éleszté adatokkal.
Ez a felfedezés azért lehet fontos, mert ellentmondasos cikkek jelentek meg a
HOPS autofagiaban betoltott szerepérdl allati sejtekben, raadasul a Syx17 SNARE
komplex tagjainak nincsen egyértelml élesztdé homoldgja. Kimutattuk, hogy
a HOPS a Syx17-tel kdlcsbnhatva segiti a SNARE komplex dsszeszerelddését.
A HOPS-rél ismert, hogy az endoszdma-lizoszéma fluzidban és a lizoszéma
biogenezisben is szerepel, melyet mi is igazoltunk. Mivel a Syx17 mutansok
nem mutattak ilyen endocitdzis és lizoszOma-biogenezis hibakat, feltételezziik
hogy a Syx17-HOPS koélcsdnhatas specifikusan az autofagidhoz sziikséges [22].
Adatainkhoz hasonl6 eredményekre jutott egy vellink parhuzamosan emlGs
sejteken dolgozo6 japan kutatdcsoport is, és ez esetben a két fliggetlen cikk
kozlését koordinaltuk [23].

Bar egyre tdobbet tudunk az autofagia molekularis szabalyozasardl (2. abra),
még bdven akadnak felfedezni vald kérdések. Laborunknak tovabbra is fontos
kutatasi terllete az Atg gének muikdodésének vizsgalata (ld. késbbb), és az
autofagoszéma-lizoszoma fluzidban szerepld tovabbi faktorok megismerése és
leirdsa. Jelenleg is dolgozunk a kés6i endoszdéma-lizoszoéma membranforgalom
f6 szabalyozdja, a szintén a szlirés soran azonositott Rab7 kisméretli GTP-az
és aktivatora, a Mon1-Ccz1 komplex pontos autofagiaban betoltott szerepének
meghatarozasan.

Az autofdgia fontossagat mar szamos szévetben bemutattak, azonban meglep6
moddon az emésztdszervrendszer mikodésében betdltétt funkciéi még nem
ismertek. Az elfogyasztott tdpanyaggal egyitt mutagén és toxikus vegyiletek,
baktériumok és virusok is kapcsolatba kerilhetnek emésztérendszerink
sejtjeivel. A felszivason kivll bélrendszeriink legfébb feladata a szervezet
védelme is. A mérgezés vagy fertOzés hatasara pusztuld bélhamsejteket az
un. szoveti Ossejtekbdl kialakuld Uj sejtek poétoljak, mind emldsok, mind pedig
Drosophila esetén.
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2. abra. Az autofagia molekularis mechanizmusa. Névekedési faktorok jelenlétében, példaul
az inzulin-receptor (InR) kézvetitett uton aktivalodik az Aktl, amely gatolja a TSC1/2 (tuberous
sclerosis) komplexet. Ebben az esetben a TOR (target of rapamycin) kindz aktivasa megné, és
gatolja az autofagia iniciacidjaban kézponti szerepet jatszo Atgl kinaz komplexet. A Drosophila
metamorfézisanak kezdetén a vedlési hormon ekdizon receptoranak (EcR) aktivalodasaval,
vagy korabbi stadiumu még taplalkozo larvakban éhezés esetén a TOR gatlédik, ami autofagiat
indukal. Az Atgl kindz komplex (Atgl, Atgl3, Atg101, FIP200) aktivalodasa mellett az Atg9
membran transzport fehérje szallit vezikulakat a létrejévé pre-autofag strukturakhoz. A fagofor
(izoldlo membran) kialakuldasahoz sziikséges a Vps34 lipid kinaz komplex (Atg6, Atgl4, Vpsl5,
Vps34) miikédése. A fagofor érése és névekedése soran kérbeveszi a citoplazma egyes elemeit.
Széleinek fuzidja révén bezarul, és igy létrehoz egy kettés membrannal hatarolt vezikulat. Ezt
autofagoszémanak nevezziik, melynek membranjaban az Atg8a mellett jelen lehet az Atg18a és
az Atg9 is. Az éréshez és az autofagoszoma kialakulasahoz sziikséges a Vps34 aktivitasa révén
keletkez6 PI3P (foszfatidil-inozitol 3-foszfat) effektor Atgl8a-Atg2 komplex és az ubiquitin-
szerli konjugacios rendszerek (Atg3, Atgs, Atg7, Atg8a, Atgl0, Atgl2, Atgl6) mikddése is.
vacuole fusion and protein sorting) panyvazé komplex megfelel6 SNARE fehérjékkel (Syx17,
SNAP29/usnp, Vamp?7) torténé kdélcsénhatasa biztositja. A lizoszoma membranjaban talalhato,
erésen glikozilalt Lamp (lysosome associated membrane protein) fehérjék a membrant védik a
savas hidrolazoktdl. A lizoszomalis protonpumpa (v-, azaz vakuolaris ATPaz), melyet Drosophila-
ban a Vha fehérjék épitenek fel, alakitja ki a lumenre jellemz6 savas pH-t. Az autolizoszomaban
mikddo lebonté enzimek (savas hidrolazok) hatasara a bekebelezett anyag épitékéveire bomlik.

Az abra forrasa: http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tananyagok/onemesztes/index.html.

Ezen szoveti Ossejtek - mas néven bél OGssejtek - aszimmetrikus sejtosztodas
soran megujitjidk dnmagukat és egy progenitor sejtet hoznak létre, melyet
Drosophila-ban enteroblasztnak neveziink. A progenitor sejtekbdl alakulnak
ki a bél funkcidit ellatd, terminalisan differencidlédott hamsejtek. Az Gssejtek
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megfeleld osztddasi aktivitdsanak szabalyozasa tehat kozponti fontossagu
a bél egészséges miikodésének szempontjabdl, ami sziilkséges a szervezet
normal homeosztazisanak fenntartasahoz. Az emberi vékony- és vastagbélhez
nagymeértékben hasonlit a kifejlett gyimolcslegyek kdzépbele, ezért szamos
alapvet6 bioldgiai jelenség tanulmanyozhatd ebben a kisérleti rendszerben.
A modell jelent6ségét tikrozi, hogy az elmult 6-8 év folyaman a bél Gssejtek
osztddasdban és stresszhatdsokra adott valaszaban szerepet jatszé tobb
jelatviteli Utvonalat a muslicaban azonositottak elséként.

Egerekben mar kimutattak az autofagia fontos szerepét a vérképzo6 Ossejtek és a
neuroblasztok fenntartasaban és osztddasi kapacitdsanak megdOrzésében, de nem
vildgos még, hogy ezek a megfigyelések altalaban igazak-e minden 6ssejt tipus
esetén. Célul tliztik ki, hogy az elImult években kifejlesztett riporter rendszereink
és genetikai eszkoztarunk felhasznalasaval megvizsgaljuk a Drosophila bél
Ossejtekben zajlé autofag folyamatokat, és azok potencidlis szerepét a bél
homeosztazisanak fenntartasaban. El6zetes eredményeink alapjan elmondhatd,
hogy a bélben talalhatdé szdveti dssejtekben magas szintl autofagia figyelhetd
meg. Tervezzik, hogy megvizsgaljuk az autofagia 6ssejt-specifikus gatlasanak
hatasat a bél Ossejtek osztddasi kapacitdsara, valamint a differencidlodasra.
Ez azért is fontos, mivel szamos gyogyszer befolyasolhatja az autofagiat, és
oralis alkalmazas esetén a bél sejtjei szembesiilnek ezzel el6szo6r, raadasul nagy
dézisban. A bélrendszert érd karositd hatasok kdvetkeztében pusztuld sejteket
a szerv regeneracios képességében is kozponti szereplik van. Laboratoriumi
korilmények kozott bélgyulladas modellezésére rendszerint a DSS (dextran
sodium sulfate) nevli mérget etetik az adott modellallattal. A DSS altal kivaltott
karosodasokat az Gssejtek valamilyen mddon érzekelik €s elkezdenek osztodni.
Erdekes lesz megvizsgalni az autofagia szerepét a regeneracié folyaman
megfigyelhetd kompenzacios sejtosztddasban is.

A bélrendszerbe kerlld baktériumok gyakran megfert6zik a bélhamsejteket,
azonban a bejutd patogének egy intracellularis ,immunvalasz”, azaz szelektiv
autofagia (xenofagia) révén eliminaldodhatnak. Fehérvérsejtek esetén mar
kimutattak, hogy a xenofagia folyamatahoz a kozponti Atg gének mellett
specifikus adaptor fehérjék is sziikségesek, melyek felismerik az ubikvitinalédo
patogéneket. Tervezzik olyan kisérletek elvégzését, mely soran opportunista
patogén baktériumokkal (mint pl. a Pseudomonas aeruginosa vagy Enterococcus
faecalis) fert6znénk a legyeket. Ismert, hogy ilyen baktériumtenyészetek etetése
ilyenkor. Célul tliztik ki, hogy a fert6zés soran megvizsgaljuk az autofagia
szerepét ezekben a sejtekben. Ehhez rendelkezéslinkre allnak a sziikséges
genetikai eszkozok, tehat tudjuk specifikusan csak az dssejtekben, vagy csak a
terminalisan differencialédott bélhamsejtekben gatolni az autofagiat. Ezen felll
a Drosophila eddig ismert egyetlen specifikus autofag adaptoranak, a p62-nek a
fert0zések soran betoltott szerepét is tervezzik tesztelni. Ezeket a vizsgalatokat
nemcsak sejttipus-specifikus gatlasok révén, hanem az életképes Atg null mutans
gylimolcslegyek belének tanulmanyozasaval is meg tudjuk erdsiteni. El6zetes
kisérleteink alapjan ugy tlinik, hogy ilyen autofag mutans allatok belében korai
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diszplazia - nem differencialédott enteroblasztok felhalmozddasa - figyelhetd
meg, ami valdszin(ileg a bél felgyorsult 6regedésének tudhaté be.

Az autofagia kutatasanak egyik fontos kérdése még mindig az, hogy hogyan
jon létre a fagofor és az autofagoszdéma, és milyen szerepet jatszanak ebben a
kildnféle Atg fehérjék és kdlcsonhatd partnereik. Szamos publikacio jelent mar
meg ebben a témaban, melyekben leirtak, hogy sejttenyészetben az autofag
strukturak létrejottéhez sziikséges membranok sokféle forrasbdl érkezhetnek:
ER, mitokondrium, késbi endoszéma, plazmamembran. Kilondsen fontos lenne
tudni azonban, hogy milyen szdvetspecifikus eltérések vannak az autofagia
szabalyozasaban. Az Atg gének ugyan valtozéo mértékben, de minden szévetben
kifejezddnek, ami feltehetden nem igaz bizonyos, ezen fehérjék aktivitasat
moduldlé kodlcsbénhatd partnerekre. Terveink kozott szerepel egy olyan
transzgénikus muslica konyvtar létrehozasa, melyben az egyes térzsek adott Atg
transzgén hemagglutinin (HA) cimkevel ellatott valtozatat fejezik ki fiziologias
szinten, azaz az endogén promoter hatdsa alatt (tehat nincs overexpresszid). Igy
él6 allatokban kénnyen vizsgalhatjuk, hogy adott Atg fehérje kifejezddése hogyan
valtozik az életkor és vizsgalt szovet fliggvényében, vagy hogy mi torténik a sejten
bellli eloszldsaval autofagia indukcid soran. Els6sorban arra szeretnénk hasznalni
ezt a kdnyvtarat, hogy Atg fehérjék uj kdlcsonhatd partnereit azonositsuk. Eddig
egyetlen ehhez hasonld, nagyobb |éptékl proteomikai vizsgalatot publikaltak,
melyben tenyésztett HEK (human embryonic kidney) sejtekben overexpresszalt
Atg fehérjék kapcsolatrendszerét tesztelték [24]. A mi megkozelitésiink f6 el6nye,
hogy egy teljes allatban vagy célzottan annak barmely szdvetében kutassunk
Uj partnerek utan, hiszen egy adott sejttipusban csak a protedm egy kis része
fejez6dik ki. Célunk, hogy példaul az agyban azonositsunk Uj kétdpartnereket,
mivel a neuronok homeosztazisaban kllondsen fontos szerepet tolt be az
autofagia, nemcsak az ubikvitinalt fehérjeaggregatumok, hanem a killonféle
neurodegeneraciot okozé aberrans fehérjék (mint pl. a mutans huntingtin)
lebontasa révén. Az idén elnyert MTA Lendllet palyazatnak kdszdonhetben ezeket
a kisérleteket a Drosophila genetikai kutatdsokban élen jaré MTA SZBK-ban fogjuk
kivitelezni, kiaknazva az itt talalhato, legjobban felszerelt hazai proteomikai labor
altal biztositott lehetOségeket is.

Osszegzésiil elmondhatd, hogy az autofdgia megfeleld szintje nagyon fontos
egészségiink fenntartasaban. Jelen cikkiinkben ugyan nem targyaltuk részletesen,
de mara mar jol ismert, hogy a folyamat gatldsa hozzajarulhat szamos emberi
korkép kialakulasahoz, mint példaul a rak, neurodegeneracié (pl. Huntington-kor,
Parkinson-kor), cukorbetegség, krénikus fert6zések és gyulladas, izomgyengeség
és az oregedés [25]. Reményeink szerint kutatasaink hasznosnak bizonyulnak
majd ahhoz, hogy jobban megértsiik a folyamat molekularis szabalyozasat és
jelent6ségét.
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Takats Szabolcs 2009-ben csatlakozott a laborhoz MSc szakdolgozo
hallgatoként. Az OTDK versenyen elért elsé helyezése, a TTK Kivalo
Hallgatoja dij elnyerése és 2011-es diplomazasa utan PhD hallgatoként
- folytatta kutatomunkajat. Az autofagoszoma-lizoszoma fuzié molekularis
_ """‘;_ mechanizmusainak felderitésében elért eredményeiért elnyerte az
@- MBKE 2014-es Bio-Science dijat. Jelenleg doktorjeléltként (tudomanyos

segédmunkatars) dolgozik a csoportban, és tovabbra is ezt a témat kutatja
Drosophila modellen.
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I AKIKRE BUSZKEK VAGYUNK Juhasz Gabor

Nagy Péter 2009-ben PhD hallgatéként csatlakozott a laborhoz. Két tarsaval
kézdsen tébb mint két évig a Drosophila larvalis zsirtestében éhezéssel
indukalt autofagiahoz sziikséges gének azonositasaval foglalkozott, egy teljes
konzervalt genomra kiterjed6 RNS interferencia vizsgalat kivitelezésével.
Szamos, mar egyéb él6lényekben ismert autofag gén vizsgalata mellett
bizonyitotta, hogy a Myc transzkripciés faktor serkenti az autofagiat, valamint
hogy az autofadgia sziikséges a Myc-indukalta tulnévekedéshez. 2014-ben
szerzett PhD fokozatot, és eredményeiért Erdés Pal kutatasi 6szténdijat nyert.
Jelenleg tudomanyos munkatarsként dolgozik a csoportban, és tovabbra is az
autofagia és a sejtnévekedés kapcsolatat vizsgalja.

Juhasz Gabor 1996-ban, didkkorés hallgatéként kapcsolodott be az
autofagia kutatasaba, az ELTE Allatszervezettani Tanszékén akkoriban el6sz6r
alkalmazott Drosophila modellen. 1999-ben szerzett bioldgus diplomat
€s 2004-ben PhD fokozatot Sass Miklos témavezetésével. Posztdoktor
kutatéként az Egyesiilt Allamokban dolgozott Tom Neufeld laborjaban,
hasonlé téman. 2009-ben alapitott 6nallé kutatécsoportot az ELTE Anatomiai,
Sejt-és Fejlédésbiolégiai Tanszékén a Wellcome Trust és OTKA kutatasi
tamogatasaval. Az MTA Bolyai 6szténdijat két alkalommal is elnyerte, és a
2014-es Lendiilet palyazat tamogatasaval 2015-ben a SZBK-ban alapithat uj

———— CsSOpoOTtot.
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Orosz Ferenc

NEGYED SZAZAD A TOLERANCIA ES HUMANUM
SZOLGALATABAN

XVI. Karoly Gusztav svéd kirdly a Kirdlyi Sarkcsillagrend
Parancsnoki Fokozatat adomanyozta Orosz Ferencnek, a Raoul
Wallenbeg Egyesllet korabbi elnb6kének, a Wallenberg-emlékév
kezdeményezéséért és a Wallenberg-emlékbizottsagban végzett
munkaja elismeréseként. A Kkitiintetést Karin Olofsdotter
nagykévet adta at junius 16-an. Orosz Ferenc az alabbiakban
vall a biokémikus kutatasai mellett, humanumbdl végzett civil
tevékenységérél, a kitlintetés hatterérél.

2012-ben Unnepeltiik Raoul Wallenberg svéd diplomata, magyar zsidok tizezrei
megmentébje sziletésének 100. évforduldjat. Ebbdl az alkalombdl Magyarorszag
kormanya 2012-t Wallenberg-emlékévnek nyilvanitotta. Wallenberg sorsa maig
sem tisztazott; csak az bizonyos, hogy a sztalini terror aldozata lett. A nevét
viseld egyeslilet 1988. december 17-én alakult, Derdak Tibor szocioldgus,
kozépiskolai tanar kezdeményezésére, nem sokkal azutan, hogy azt az akkoriban
elfogadott Uj egyesiilési torvény lehetové tette. Az egyesiilet munkaja kezdettol
fogva kettds cél jegyében folyt: egyrészt Raoul Wallenberg és mas embermentok
emlékének apolasa, masrészt a ,Mit csindlna ma Wallenberg?” kérdés jegyében az
antiszemita, rasszista, kirekeszto nézetek és megnyilvanuldsok elleni hatarozott
fellépés, tiltakozas illetve a megeldzésik céljabol végzett felvildgositd munka,
toleranciara nevelés, a pozitiv példak felmutatdsa és tarsadalmi hidak épitése.

Minden évben megemlékezést tartunk Wallenberg szliletésnapjan, augusztus
4-én (ez mint a,,Humanum Napja” valt ismertté) és eltlinése évforduldjan. januar
17-én. Egyik kezdeményezdi voltunk a Szent Istvan parki Wallenberg-emlékm
Ujraadllitdsanak; szamos emléktablat avattunk Wallenberg és munkatarsai,
koztik a magyar Langfelder Vilmos emlékére. Természetesen nem lehet az
embermentdokre emlékezni a Holokauszt aldozataira valé emlékezés nélkil. Az
idei 70. évfordulé alkalmabdl Budapest egyik kdzponti helyén - a Szabadséag
téren - tartottunk naponta csendes, gyertyds megemlékezést majus 14-t6l julius
9-ig, minden egyes nap az aznap elhurcoltakra emlékezve, tablékon bemutatva
a deportaldasok menetrendjét. A Wallenberg életét bemutatd kidllitasunk
megtekinthetd az egyesilet irodajaban, és Nagykanizsatdél Sajoszentpéterig,
Soprontél Baracskdig szamos mas helyen is bemutattuk. A kiallitdsnak helyet
adott mar nemcsak iskola, egyetem és kozosségi haz, hanem plaza és bortdn
is. A megnyitdok alkalmaval mindig megragadjuk az alkalmat, hogy az eseményt
0sszekosslik valamilyen, az esélyegyenl6ség, a (in)tolerancia témakoréhez
kapcsolddo beszélgetéssel, kulturalis programmal. Az egyesiilet els6 évtizedében
ebbe a konkrét jogsegélyszolgalatot is. Ezt a munkat — masoké mellett — egykori
elnokeink, a néhai Csalog Zsolt ir6 és Bird Andras alternativ Nobel-dijas neve
fémjelezte.
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Orosz Ferenc

Legbliszkébbek a ,Régen volt? Hol is volt?” kdzépiskolai vetélkeddnkre vagyunk.
Kezdetben csak a févarosban, majd orszagosan, idén mar az egész Karpat-
medencében, tébb mint 200 iskola csapatainak részvételével folyt a verseny,
amelynek témai a Holokauszt, az embermentés és a zsidd és magyar kultura
egylttélése voltak. Partneriink ebben a munkaban a Holokauszt Emlékkdzpont és
a Wallenberg nevét viseld kozépiskola. A mult alaposabb megismerése - kiilonds
tekintettel arra, hogy mekkora hianyossagok vannak és milyen tévképzetek élnek
a kozvéleményben a fenti kérdéseket illetben -, mar énmagaban is elGseqiti a
toleranciara valo készséget. Nemcsak lexikalis adatokat kértiink szamon, hanem
arra is lehetdséget adtunk, hogy a didakok kreativ mdédon szamot adhassanak
személyes viszonyulasukrél a témahoz.

Wallenberg emlékére mas szervezetekkel kardltve dijat is alapitottunk, amit
minden év januar 17-én adunk at. Evvel olyan személyek, szervezetek aldozatos
munkajat, emberi, k6zdsségi magatartasat ismerjik el, akik tevékenységikkel,
életutjukkal példat mutatnak embertarsaiknak a Magyarorszagon hatranyos
helyzetben ¢él6k, diszkriminaciot elszenveddk érdekében, az emberi és
allampolgari jogok torvényekben biztositott érvényesitésében kifejtett
tevékenységlikkel. Jellemzb6en évente harom dijat adunk ebben a témaban és
egyet a Holokauszt emlékezetéhez kapcsoldéddan. Olyan, tobbnyire kevéssé
ismert szocidlis munkasok, pedagdgusok, 6nkormanyzati vezetdk, egyhazi
személyek részesiltek eddig a dijban, akik a végeken épitenek és békitenek,
évtizedek 6ta munkalkodva.

Nemcsak adunk, hanem kapunk is dijakat. Az immar tébb mint negyed szazados
munkalkodasunk soran tarsadalmi munkajaért az egyesllet tobb vezetbje is
részesllt hazai és nemzetkozi kitlintetésben. 25 éves miikodésiink alkalmabal
tavaly megkaptuk az Eurdpai Parlament altal adomanyozott ,Eurdpai Polgar
dijat”, amit az egyesiilet soros elndke, Sipos Andras Brisszelben vehetett at a
parlament elndkétdl, mig egy masik vezetbje — e sorok iréja, az egyestlet alapitd
tagja - az Emberi Erdforrasok miniszterétdl vette at az ,Esélyegyenl6ségért”
dijat ,az esélyegyenldoség elémozditasa, megteremtése terén elért kiemelkedd
eredmények, valamint a hatranyos helyzet(i tarsadalmi csoportokhoz tartozo
személyek jogainak érvényesitéséhez és az e jogok, valamint az emberi méltdsag
védelmében vald fellépés és védelem minél szélesebb kor(d érvényesitése és
népszer(sitése terlletén végzett kiemelkedo tevékenysége” elismeréseként.

Orosz Ferenc
tudomanyos igazgatdohelyettes
MTA TTK Enzimoldgiai Intézet

Budapest
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MedInProt

AZ OSSZEFOGAS EREJE, ,,MEDICINE IN PROTEINS”

2014. majus 1-t6l a Fehérjetudomanyi Kivaldsagi Egyuttmikodési Program
(MedInProt) vezetésére kérte fel Palinkas Jozsef, a Magyar Tudomanyos Akadémia
korabbi elntke Perczel Andrast az MTA-ELTE Fehérjemodellezd Kutatdcsoport
vezet6jét, az MTA levelez6 tagjat. A program elsd GUtemében a négy intézmény -
az Edtvos Lorand Tudomanyegyetem, Budapesti M(iszaki és Gazdasagtudomanyi
Egyetem, Semmelweis Egyetem és az MTA Természettudomanyi Kutatokdzpont
- egylttmikodését 2015. junius 30-ig 150 millié Ft-tal tamogatja az MTA.

Perczel Andras, a kuratorium elndke 2014. majus 20-an tartott nyilt alakuld
Ulésen mutatta be a MedInProt programot, ami egyediilallé és hianypotlo
kezdeményezés Magyarorszagon. Céljai:

a kilonboz6 fehérjetudomanyi szakterliletek dsszekapcsolasa,
haldzatba szervezése és megerésitése,

a versengl egylttmi(kodés gyakorlatanak meghonositasa,

a szakterileti szinergizmus katalizdldsa, valamint

a mar elismert kutatok egyuttmikodésének segitése.

A kuratorium elndke a program mikodésének felligyeléséhez és a palyazatok
birdldsdhoz héttagl kuratéoriumot allitott 6ssze kiemelkedd hazai kutatd
szakemberekbdl. A kuratérium tagjai (abc sorrendben):

Keser(i Gyorgy Miklés, az MTA Természettudomanyi Kutatokdzpont
féigazgatodja, ]

Ligeti Erzsébet, a Semmelweis Egyetem Elettani Intézetének egyetemi
tanara, az MTA rendes tagja,

Malnasi-Csizmadi Andras, az ELTE TTK Biokémia Tanszék egyetemi docense,
Molndr Maria Judit, A Semmelweis Egyetem tudomanyos rektorhelyettese,
Pongor Sandor, a Pazmany Péter Katolikus Egyetem egyetemi tanara, az
International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology (Trieszt)
kutatdja, MTA kils6 tagja,

Salgé Andras, a Budapesti Mlszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem
Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomanyi Tanszékének vezetdje,
Tompa Péter, az MTA Természettudomanyi Kutatdokézpont, Enzimoldgiai
Intézet kutatdja és VIB Structural Biology Research Center (SBRC),
Brisszel, igazgatdja.

A program els6 Utemében (2014-2015) lehetdség nyilik a fehérjetudomanyok
teriletére es6 kimagaslé kutatasok tamogatdsara, kisebb eszkdozok és
berendezések megvasarlasara, illetve néhany nagyértéklii miszeren gépido
vasarlasara. A MedInProt Program tamogatni kivanja szakkonferencidk,
el6adassorozatok, szakmacsoport-gyllések szervezését, valamint angol nyelv(
M.Sc. fehérjetudomanyi program beinditasat. Tavolabbi célok kdzott szerepel egy
fehérjetudomanyi troubleshooting és hotline kiépitése, szakkdnyvek beszerzése,
irdsa és forditasa.
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AMedInprotprogram elsd itemében kétszer, tavasszal és 6sszelirt ki palyazatokat,
melyre jelentkezhetett minden fehérjekutatasban dolgozé munkatars, akilegalabb
1 éve a BME, ELTE, SE valamint az MTA-TTK vagy MTA-TKI féallasu alkalmazottja
és vallalta, hogy a tervezett idopontban egy vagy tdbb kollégajaval intenziv
szakmai egylttmlkodés keretében fehérjetudomanyi kérdéseket kutatnak,
valamint, hogy eredményeikrdl rendszeresen beszamolnak.

Az els6 palyazati kiirasra tavasszal kertlt sor. A Szinergia programra beérkezett
palyazatok kozll a héttagu szakmai kuratérium transzparensen valasztotta
ki a nyerteseket 2014. junius 16-an, mely dontés értelmében a beérkezett
tizendt palyazat kozll hét csoport részesilt tamogatasban. Az elsO nyertes
palyazok a kdézés munka megkezdése utan eldszér a MedInProt Konferencian,
2014. oktéber 4-én szamoltak be addig elért részeredményeikrol az Eotvos
Lorand Tudomanyegyetemen. A konferencian kdszéntét mondott Lovasz Laszlo
az Akadémia elndke, aki a MedInProt programot mintaprojektnek nevezte,
és hangsulyozta, hisz abban, hogy ,a tudomanyt manapsag legjobban az
egyuttmdlkodés viszi elore”.

Palinkas Jézsef kormanybiztos, az Akadémia korabbi elndke, a program elinditdja
kiemelte, hogy a kdz6s munka egyfeldl versengéssel, masfeldl egytttmikddéssel
jar, és ezek megfeleld egyensulya teszi a vildgban versenyképessé a magyar
kutatokat, kutatécsoportokat és egyetemeket.

Fllop Marta szocidlpszicholdgus a versengés pszicholdgiajardl tartott el6adast
~Az egylttm(kod6 versengés szerepe a tudomanyban” cimmel, majd Greiner
Istvan, a Richter Gedeon Zrt. kutatasi igazgatdja a fehérjealapid modern
gyogyszeriparrdl, annak szakmai és gazdasagi 0sszefliggéseirdl beszélt ,,Fehérje
gyogyszerek fejlesztése és gyartasa Magyarorszagon” cimmel.

A kdszontOk és a témahoz kacsolddod el6adasok utan az elsé nyertes palyazék
mutattak be egylttmikddésiiket.

Az attétképzést és gyulladast fokozé S100A4 fehérje miikodése és gatlasa:

Bodor Andrea — Kalmar Lajos — Nyitray Laszl6 — Pal Gabor

Az S100A4 fehérje, (mas néven metasztazin) a sejtek migracids, invazios viselkedését serkentve,
valamint programozott pusztulasukat (apoptdzis) is befolyadsolva fontos szerepet jatszik
rosszindulatl daganatok attétképzddésében és kronikus gyulladasos folyamatokban.

Az S100A4 a migraciéban és invazidban betoltott szerepét a nem-izom miozin 2A (NM2A)
motorfehérjéhez kotddve, mig apoptdzis befolyasold szerepét a p53 tumor szupresszor fehérjéhez
kotédve latja el.

Ebben az alapkutatasi és terapias célokat egyarant kitliz6 projektben az ELTE TTK Bioldgiai és
Kémia intézeteinek, valamint az MTA TTK Enzimologiai Intézetének kutatdiként arra vallalkoznak,
hogy biofizikai mérések, szerkezeti bioinformatikai elemzések, NMR spektroszkopia valamint
iranyitott fehérjeevollcio kombinalasaval mindkét emlitett komplexnél feltarjak a komplexképzés

molekularis részleteit és a komplex stabilitasat biztositd kélcsonhatasokat.
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Keserii Gyorgy Miklés, Palinkas Jozsef, Lovasz Laszlé, Perczel Andras, Frei Zsolt.

Extracellularis vezikulak kélcsonhatasa a komplementrendszerrel:

Buzas Edit - J6zsi Mihaly

A sejtek altal kibocsatott, gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo extracellularis vezikulak a
véraramba, szOvetkozti térbe kerilve taldlkoznak az immunrendszer egyik fontos velesziiletett
elemével, a komplementrendszerrel. A projekt célja annak felderitése, hogy miképpen
aktivaljak a komplementrendszert a kilonb6z0, sejtes eredetl extracellularis vezikulak, illetve
az aktivalddott komplement a vezikuldkkal valé koélcsonhatdsa révén miként befolyasolja az

-7

Egy Gjonnan felfedezett gyulladaskelt6 folyamat nyomaban:

Cervenak Laszl6 - Gal Péter - Pal Gabor

A gyulladasos megbetegedések sllyos egészségiigyi problémat jelentenek; kezelésiikre sok
esetben nem all rendelkezésre megfeleld terapia, mivel nemismerjik a gyulladasok kialakuldsanak
pontos mechanizmusat és a potencialis gydgyszercélpont molekuldkat sem. A szinergia program
keretében harom kutatécsoport (az MTA TTK szerkezeti biofizika munkacsoportja, a Semmelweis
Egyetem III. Sz. Belgydgyaszati Klinika kutatdlaboratoriuma és az ELTE Biokémiai tanszékének in
vitro evollcios laboratériuma) fogott 6ssze egy Ujonnan felfedezett gyulladaskelté6 mechanizmus
részleteinek feltardsdhoz. Tanulmanyozzak a természetes immunitds szerin protedz enzimeinek
kozvetlen sejtstimulalé hatasat endotél sejteken és fehérvérsejteken, valamint hatékony
gatlészereket fejlesztenek a patologikus sejtaktivacio gatlasara.

Fehérjéket tartalmazo gyoégyszerkészitmények:

Bota Attila - Marosi Gyorgy

A makromolekularis biogydgyszerek a kornyezeti hatdsokra rendkivil érzékenyek, ezért
munkajuk célja olyan hordozé nanostrukturak el6allitdsa, amelyek a fizikai és kémiai szerkezet
stabilitasat jobban biztositjak, mint a folyékony parenteralis készitmények. Emellett a technoldgia
megbizhatésaganak fokozasara kemometridval tédmogatott valds idejl spektroszkdpiai
modszereket és kisszégl rontgendiffrakcidos modszereket fejlesztenek.
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Fehérjekomplexek szerepe jelatviteli és karcinogenezis folyamatokban:

Buday Laszl6 - Nyitray Laszl6 - Vértessy Beata

A jelatviteli fehérjék szerepét daganatos megbetegedésekben mar régdta széles korlen
felismerték, szamos példajat részletesen leirtak. Egylttm(ikodésiik ezen molekularis folyamatok
feltarasara alapul, tobb nagyjelent6ségli komplex esetében. Az altaluk vizsgalni kivant
fehérjék lényegi szerepet jatszanak jeldtvitelben, DNS karosoddsok javitdsaban, daganatos
megbetegedések kialakuldsdban vagy az attétképzésben.

Immunkomplexek altal elinditott gyulladasi folyamatok kovetésére alkalmas
mikrofluidikai rendszer fejlesztése:

Flrjes Péter- Papp Krisztian

A kooperacié lényege egy olyan komplex autondm mikrofluidikai eszkdz és immunoldgiai
modszer kidolgozasa, mely a gyulladdsban kozponti szerepet jatszé neutrofil granulocitak
egyesiti a bioldgiai ismeretekkel: az MTA-TTK munkacsoportja a mikrotechnoldgiai tudast, az
MTA-ELTE munkacsoport az immunoldgiai szakértelmet biztositja az egyuttm(ikodésben. A
mikro- és biotechnoldgia eszkodzparkjat innovativan hasznalva és fejlesztve, a hagyomanyos
anyagszerkezetek korébdl kilépve olyan komplex Lab-on-a-Chip rendszereket hozznak létre,
amelyek integralva alkalmazzak az érzékeld és mintapreparacios lehetdségeket.

Szabalyozo6 fehérjék szerepe az oregedési folyamatokban:

Banhegyi Gabor - S6ti Csaba - Vellai Tibor

Orvosbioldgiai, tarsadalmi és gazdasagi jelent6sége ellenére az Oregedés bioldgiai alapja
nagyrészt ismeretlen maradt. Jelen palyazatban az O6regedési folyamat kivaltasaban alapvet6
szerepet jatszo fehérjéket kivannak feltarni. Ugyancsak célul tlzték ki az 6regedési folyamatot
(élettartamot) befolyasold fehérjék funkcionadlis kapcsolatdnak megismerését. Eredményeik
elvezethetnek az 6regedés betegségek molekularis hatterének pontosabb megismeréséhez.

Az Oszi masodik palyazati kiirasra, ami a Szinergia programon kivil lehet6séget
teremtett mlszervasarlasi és gépid6 vasarlasi palyazatok benyuljtasara is, mar
harmincharom palyazat érkezett be, melyek kozil a kuratéorium november 12-ei
dontése értelmében 2015. januar 1-t6l tucatnal is tébb részesiil tamogatasban.

Az MedInProt program els0O Uitemének lezarasaképpen tavasszal ismét konferencia
keretében mutatjdk majd be az Ujonnan tadmogatott kutatdcsoportok az
eredményeiket, addig is bovebb informacid talalhaté a http://medinprot.chem.
elte.hu/hu/ honlapon.

A Kuratérium tagjai
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SEJTEK SZUPERFELBONTASBAN
Lukacs Andras

Pécsi Tudomanyegyetem, AOK, Biofizikai Intézet

A szuperfelbontasl fluoreszcens mikroszkopia felfedezéséért itélte oda a
kémiai Nobel-dijat ebben az évben a Nobel Bizottsag. Eric Betzig, Stefan Hell
és William E. Moerner olyan moddszerek kidolgozasaért kaptak a dijat, amellyel
a mikroszképok felbontdsanak Utjaban all6 évszazados akadalyt tudtak otletes
trikkdkkel megoldani.

Ernst Abbe és John W. Rayleigh munkassaganak kdszénhetden tobb mint szaz évig
ugy tdnt, hogy a fénymikroszképok felbontasat nem lehet egy bizonyos ponton
tul noévelni, ennek ugyanis optikai akadalyai vannak. Az Abbe altal bevezetett
és Rayleigh altal mddositott képlet szerint az optikai felbontas, vagyis amikor
még két kilonallé pontot kildn is 1atunk, a legjobb optikai elemeket alkalmazva
mintegy a hulldmhossz fele. 400 nm-es megvilagitds esetén ez gyakorlatilag
200 nm. A hagyomanyos fénymikroszképokkal ez ald a hatar ald egészen a
kozelmultig nem lehetett lemenni.

STED

Az Abbe &ltal feldllitott szabaly nem hagyta nyugodni Stefan Hell-t, aki sajat
bevalldsa szerint nem tudta elfogadni, hogy a modern fizika forradalmat
kovetben ez az akadaly még mindig érvényben van. Hell a kilencvenes évek
kozepén két elméleti cikkben dogozta ki azt az eljarast, amellyel ezt az elvet
meg lehet kerilni. A szakmaban terjed6 pletyka szerint a kilencvenes évek
elején Hell szdmara beszlkiltek a lehet6ségek Németorszagban, ami miatt
Finnorszag masodik legnagyobb varosaban mi{ikod6 kivalé egyetemre ment el
dolgozni, és ez hozta el a fordulatot az életében. Turkuban dolgozta ugyanis
ki a STED (Stimulated emission depletion, azaz stimuldlt emisszioval valo
kioltds) mikroszkop elvét és itt épitette meg az els6é STED mikroszkdpot. Hell
moddszere, ahogy a nevében is szerepel, a stimuldlt emisszid jelenségére
épull. Az Einstein altal kdzel szaz éve leirt jelenség kovetkeztében a beérkezo
foton megsziinteti a gerjesztett allapotot, vagyis megsziinteti az alkalmazott
fluoreszcens jelold fluoreszcencidjat. A Stefan Hell altal Turkuban megépitett
mikroszkdp egy ,hagyomanyos” konfokalis mikroszképra épil, de az alap lézer
mellett - amely a fluoreszcens festékek gerjesztését végzi el - van egy masik
|ézer, amely a stimuldlt emisszié megvaldsitasaért felelds. Ennek a masodik
lézernek a nyalabprofilja - egy elegans optikai megoldasnak kdszénhetéen -
leginkabb egy fankra hasonlit. A gerjesztd lézer pasztdzasa kovetkeztében a
fluoreszcens molekulak vilagitani kezdenek, ezt kdvetben pdasztazza a mintat
a STED lézer, amelynek kovetkeztében a fluoreszcencia csak a fank lyukas
részében marad meg, mindenhol mashol megszinik. Ilyen mddon a fluoreszkalo
rész helyzete nagyon pontosan meghatarozhaté. A mddszer kidolgozasa soran
Stefan Hell arra a megallapitasra jutott, hogy a helymeghatarozas pontossaga a
fluoreszcens molekula hataskeresztmetszetének és a Iézernyalab intenzitasanak
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a szorzatatdl fligg, vagyis ennek az értéknek a maximalizalasaval lehet elérni a
szuperfelbontast. Hell képlete szerint a STED |ézer intenzitasanak novelésével
akar végtelen kis felbontast is el lehetne érni, feltéve, ha a minta ,tuléli” a
megvilagitast. Ehhez képest a gyakorlatban elérhet6 felbontas mintegy 50-70
nm, amely a Leica kommercidlis STED mikroszkdpjaival is kdnnyedén elérhetd;
ez a felbontas mellesleg a laterdlis jellegzetes érték. Az els6 generaciés STED
készlilékek fliggdleges iranyu felbontasa ennél rosszabb, mintegy 300 nm kordl
volt, a legUjabb fejlesztésli STED-ek esetében ezt az értéket is sikerilt jelent6sen
javitani.

Konfokal

1. abra. Human idegsejt képe. A bal oldalon egy hagyomanyos konfokalis mikroszkoppal, a
jobb oldalon ugyanez a minta STED-del felvéve. (Forras: MPI Biophysical Chemistry).

PALM

Az idei kémiai Nobel-dij két masik dijazottja a fotoaktivacidos lokalizacios
mikroszképianak (PALM) nevezett mddszerrel ért el atité eredményt. William
Moerner még a kilencvenes évek végén figyelte meg, hogy egy GFP varians
fluoreszcencidja lézer fénnyel kapcsolhatd, felfedezve a fotoaktivalhaté
fluoreszcens fehérjék osztalyat. Akisérlet soran MoerneréstarsaiaT203FésT203Y
GFP mutansok fotofizikai tulajdonsagait vizsgaltak és arra lettek figyelmesek,
hogy a 488 nm-es gerjesztést kdvetden az alkalmazott fluoreszcens fehérje
fluoreszcenciaja megsz(inik, 405 nm-rel megvilagitva azonban ez a fluoreszcens
allapot visszahozhatd. Ebben az eredményben pedig a jelentds mikroszkdpiai
multtal rendelkez6 Eric Betzig latta meg a lehetOséget.

Néhany évvel kordbban ugyanis azzal az 6tlettel allt el6, hogyha egy mikroszkép
szinenként készitene felvételeket, akkor ezeket egymasra szuperponalva
egymastdl akar néhany nanométerre elhelyezkedd molekuldkat is meg lehetne
kdldnbdztetni. Betzig elméleti eredményeit 1995-ben az Optics Letters cimi

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 4. szam 2014. december

37



l REVIEW Lukacs Andras

lapban publikalta, majd a kutatopalyat feladva az apja cégében kezdett el
dolgozni. Ez a szakasz néhany évig tartott, majd 2005-ben azt kdvetden, hogy
olyan fluoreszcens fehérjékkel talalkozott, amelyek tetsz6legesen kapcsolhatdak
két allapot kozott leporolta eredeti otletét és megalkotta a PALM-ot. Az oGtlet
rendkivil elegans és azon alapul, hogy a képalkotas els6 |épéseként egy gyenge
|ézernyalabbal (405 nm kordl) vilagitjuk meg a mintat; ekkor a fluoreszcens
fehérjék atkapcsolnak egy masik allapotukba. Ennek a nyalabnak azért kell
gyengének lennie, hogy kevés és egymastdol a térben tavol elhelyezkedd
fluoreszcens fehérjét gerjessziink. A bekapcsolas fazisat koveti a kiolvasas,
amikor a fluoreszcens allapotba kapcsolt fehérjéket egy intenziv zéld nyalabbal
gerjesztjik és képet készitlink a mintardl. A képalkotas leginkabb a pointilizmus
mesterei altal alkalmazott technikahoz hasonlit, sok apré pontbdl all 6ssze; a
felbontas ebben az esetben akar 10-20 nm kordl van.

A PALM modszer kidolgozasahoz nagymértékben hozzajarult a fluoreszcens
fehérjék teriletén a 2000-es években végbement (és azota is tartd) forradalom.
Nem sokkal a fotoaktivalhatd GFP-k felfedezését kovetben tébb olyan GFP homoldg
fehérje felfedezésére kerllt sor, amelyek fotofizikai tulajdonsagai rendkivl
kedvezOek. Myawaki és tarsai 2002-ben szamoltak be a KADE nev( fluoreszcens
fehérjérdl, amelyet egy korallbdl izoladltak, és amelyet kék fény segitségével
két fluoreszcens allapot kdzott lehet kapcsolni. Néhany évvel késObb szintén a
Mywaki csoport izolalta a Dronpa nev( fluoreszcens fehérjét, amelyet reverzibilis
maodon lehet a sotét és a fluoreszcens allapot kozott ki- illetve bekapcsolni. Betzig
és munkatarsai belevetették magukat ezeknek a fehérjéknek a hasznalataba,
a mérfoldkének tekintett 2006-o0s Science cikkben Kaede-vel jelolt CD63-as
transzmembran fehérjén mutattdk be a modszer mikodését.

2. abra. A CD63-as fehérje. A bal oldalon lathaté kép TIRF mikroszkdpiaval késziilt, a jobb
oldalon a PALM-mal készitett kép. Jdl latszik, hogy a szuperfelbontasos kép apré pontokbdl all.
(Forras: Betzig et al., Science 2006).
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Ateljes képhez hozzatartozik, hogy Xiaowei Zhuang és tarsai a Harvard Egyetemen
egy nagyon hasonlé moddszert taldltak ki, amelyet STORM-nak (Stochastic
optical reconstruction microscopy) neveztek el. Betzig és Zhuang otlete kdzott
az a kllonbség, hogy a Nobel-dijas tudds olyan fluoreszcens fehérjéket (Kaede,
kikGR) alkalmazott elsOsorban, amelyek a zo6ld és piros fluoreszcens allapot
kozott kapcsoltak a kék fény segitségével. Zhuang és csapata viszont olyan (a
Dronpahoz hasonld) fehérjékkel dolgoztak, ahol a kék fény fluoreszcens allapotba
kapcsolta a fehérjét, a zold ,kiolvasd” lézernyalab pedig visszakapcsolta 6ket
sotét allapotba.

A PALM és a STORM szarnyalasanak kdszonhetbéen a fluoreszcens fehérjék
kutatasa hatalmas lendiletet kapott és az elmult években még a kedvezdbb
tulajdonsagu fluoreszcens fehérjék lettek megalkotva.

SIM

Nobel-dijat ugyan nem kapott, de létezik egy harmadik tipusi mddszer, amellyel
szintén szuper felbontas érhetd el. A Structured Illumination Microscopy-nak (SIM)
nevezett modszer soran a lézerfény egy optikai racson keresztil éri el a mintat.
A felvétel készitése kozben a racsot a készlilék elforgatja, aminek kdszonhetden
megjelenik az ugynevezett Moiré mintazat, amit sokszor a tévében is lathatunk,
ha egy vékony csikozott mintara (pl. rosszul megvalasztott zakdra) esik a fény.
A Moiré gylriket korabban is hasznaltak nagy pontossagu tavolsagmérésekre,

3. abra. Cos7-es sejtek SIM mikroszkop alatt. Kék szinnel latszanak a sejtmagok, zélddel
a mikrotubulusok pirossal pedig az aktin filamentumok. (Forras: Dr. Szabd-Melegh Edina, PTE
Biofizikai Intézet). Lasd cimlap is.
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A SIM is a Moiré jelenséget leird6 matematikat alkalmazza, aminek kdszénhetden
segitségével a mikroszkop mintegy 100 nanométeres felbontasra képes.

Szuperfelbontas Magyarorszagon

Magyarorszagon az els6 szuperfelbontdsi mikroszkopot beszerzésére a
Magyar Tudomanyos Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézetében
(KOKI) kerllt sor 2010-ben. Az MTA KOKI-ban m(kdd6é Nikon mikroszkép a
PALM/STORM metodika alapjan mUkddik. Ezt kdvetben kerilt sor 2012-ben a
Pécsi Tudomanyegyetem Szentdgothai Janos Kutatdkdzpont szuperfelbontasu
mikroszkdépjanak beszerzésére. A kutatokdzpontban m(ikddé mikroszkdp a Zeiss
cég Elyra tipusu mikroszkopja, amely SIM modszert hasznalja. A kommercialis
mikroszképok mellett a Szegedi Tudomanyegyetemen Erdélyi Miklds és csapata
egy a STORM elven m(kddo, sajat fejlesztés(i szuperfelbontasu mikroszkdpot
épitett.

i Lukacs Andras a Budapesti Mlszaki Egyetemen szerzett mérnok-
fizikus diplomat 1997-ben. 1999-2002 kézétt a PTE AOK Biofizikai
Intézetében volt Ph.D. hallgato, 2003-2005 ké6zott az R&D Ultrafast
Lasers spin-off cégnél dolgozott, 2005-2006 kézott Marie Curie Ph.D.
hallgato volt a franciaorszagi Ecole Polytechnique, Laboratoire d’Optique
et Biologie kutatdintézetében. 2007-ben szerzett Ph.D. fokozatot a
Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karan. 2007-
| 2009 kézétt az Ecole Polytechnique, Laboratoire d’Optique et Biologie
kutatdintézetében volt posztdoktora’/is kutaté, 2009-2011 kézott a

- Un/verS/ty of East Anglia vegyész karan dolgozott tudomomanyos
fomunkatarskent 2011 6ta ujra a PTE AOK Biofizikai Intézetében tevékenykedik. Kutatdsi
teriilete a fotoaktiv fehérjék funkciondlis dinamikajanak vizsgalata ultragyors spektroszkopiai
mddszerekkel. Munkajat az elmult egy évben az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai Szociélis
Alap tarsfinanszirozasaval megvalosuld TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001 Nemzeti Kivalosag
Program Magyary Zoltan posztdoktori 6szténdijjal tamogatta.
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) ) MAX PERUTZ OROKSEGE;
EVFORDULOK, HEMOGLOBIN, ALLOSZTERIA ES SZIMMETRIA

Maksay Gabor
MTA Természettudomanyi Kutatokézpont, Budapest

Max Perutz, a szerkezeti bioldgia Uttordje, éppen egy évszazada szlletett.
Szamos meéltatod irds jelzi Gjra és Ujra, hogy Perutz életm(ive dacol az id6vel
[1-4]. Az UNESCO kristalytannak szentelt idei éve is megfelel6 alkalom Perutz
méltatasara.

A tehetséges embernek kivald érzékre is sziiksége van, hogy csucsteljesitményt
érien el; eljusson a megfeleld helyre, igéretes témat valasszon és éljen
lehetdségeivel. Perutz, a fiatal bécsi biokémikus 1936-ban érkezett Cambridgebe,
ahol a William Bragg-vezette Cavendish laboratériumban megismerkedett a
rontgenkrisztallografia alapjaival. Egyébként most van centendriuma annak is,
hogy W. Bragg létrehozta a rontgenkrisztallografiat a rontgensugarak diffrakcidja
alapjan, amiért mar 25 éves koraban, 1915-ben fizikai Nobel-dijat kapott.

Mikor kitdért a masodik vilaghaboru, Perutzot, egy ellenséges allam polgarat,
internaltak. Alpesi ismeretei és gleccserkutatd hobbija azonban kapodra jottek a
szovetségeseknek. A jég kristalyszerkezetének vizsgalataval részt vehetett egy
merész és titkos projektben: Uszd jéghegyekre akartak repilbteret telepiteni
(persze sikertelendl). A haboru utan visszatérhetett Cambridgebe és 1948-ban
létrehozta a Medical Research Council Uj laboratériumat, ahol doktoranduszaval,
John Kendrew-val munkahoz lattak.

Hemoglobin rontgenszerkezet

Megfeleld fehérjekristalyokat keresve, Perutz mar a harmincas években kikotott
a hemoglobinnal. De szerkezetét a szép diffrakcids képek alapjan sem tudta
értelmezni a fazis-probléma miatt. Azonban 1953-ban alapveté felismerést tett:
a 16 hemoglobinjahoz higany vegyiletet kapcsolva, a diffrakcios intenzitdsokban
kalonbségeket észlelt. Kidolgozta az izomorf helyettesités moddszerét, ami
frontattoréshez vezetett a fazis-probléma megoldasaban és nagyobb (fehérje)
molekulak kristalyszerkezetének meghatarozasaban. A moddszer elbfeltétele,
hogy nehéz atomok bevitelének lokalis legyen a diffrakcids intenzitasnoveld
hatdsa, azaz ne valtozzanak meg az elemi cella paraméterei vagy a protein
orientacidja a celldaban. 1959-re Kendrew meghatarozta az ambrascet mioglobin
szerkezetét néhany A felbontéssal, Perutz pedig a 16 hemoglobinét. Ezek alapjén
Perutz és Kendrew mar 1962-ben kémiai Nobel-dijban részesilt. Ugyanakkor,
ugyanabbdl az MRC-laboratériumbdl Watson és Crick pedig az élettan Nobel-
dijat kapta. Négyuket tekinthetjik a szerkezeti bioldgia megalapitdinak.
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Perutz és a hemoglobin hires modellje, az 5,5 A felbontdsu szerkezet. Piros korong jelzi
a hem helyzetét. (Forras: www.youtube.com/watch?v=7GcQizU2FHM).

A hemoglobin 5,5 A felbontdsl szerkezete kimutatta a heterotetramer (aB)2
(dimer dimerje) tetraéderes elrendezddését, valamint a kis- és nagyaffinitasu
oxigénkotdodést a hemhez, azaz a porfirin gy(lirlirendszer vas atomjahoz [5]. A
két globinnak mar ez a részleges felbontasu szerkezete igazolta Linus Pauling
o—hélix modelljének helyességét. Aztan a 1960-as évek végére feltarult az
oxihemoglobin szerkezete atomi felbontasban [6]. Perutz részletesen értelmezte
az O,-kotbédés szerzetvaltoztatd hatasat is. Az oxihemoglobinban a Fe atom kozel
van a hem sikjdhoz, a dezoxihemoglobinban pedig 1 A -mal tévolabb. Ezaltal
koordinacioja hatrdl 6tre csokken.

Jollehet a hemoglobin szerkezete és alegységeinek oxigénkdtd kooperativitasa
idokozben biokémiai tankdnyvek anyagava valt, atomi szintl kdlcsonhatasainak
dinamikaja mindmaig meg-megujuld kihivast jelent a nagyml(iszeres vizsgalatok
szamara. Perutz és munkatdrsai is vissza-visszatértek a hemoglobin m{ikddési
mechanizmusanak finomitdsahoz [5-9]. A tudomanyos kozdsség kétségeit csak
1984-ben tudtak végleg eloszlatni a humén dezoxihemoglobin 1,7 A felbontasu
szerkezetével [8].

Kooperativitas és allosztéria

A human hemoglobin oxigénkotd képességét a négy alegység kooperativ
kolcsdnhatasa fokozza. Ez lehetdvé teszi, hogy az oxigén parcidlis nyomasanak
szUk intervallumaban mind a négy kotbhely telitettséget érjen el. Perutz modellje
ezt a kvaterner szerkezet valtozasaval magyarazta: az O, koordinacidja a hem
Fe atomjahoz valtja ki a tobbi alegységre is atterjed6 hatast [7].

A human hemoglobin két B alegységének tavolsaga és kooperativitasa ihlette
az allosztéria fogalmanak bevezetését [10]. Monod, Wyman és Changeux
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(MWC) allosztéria modellje szerint a tetramer egyik allapota feszilt (tense, T),
amelyhez rosszul kapcsolddik az O, molekula. A masik allapot laza (relaxed,
R) szerkezetéhez viszont nagy affinitassal kétddik. Az MWC modell feltételezte,
hogy a négy alegység affinitdsndvekedése egylittes és 6sszehangolt (concerted).
Az allapotvaltozas soran csak a tetramerek eleve meglévd konformacidinak
részaranya valtozik. Egyébként pedig a 2,3-difoszfoglicerinsav allosztérikusan
stabilizalja a dezoxihemoglobin szerkezetét.

Az MWC modellel szemben all Koshland, Némethy és Filmer szekvencialis
allosztéria modellje [11]. A KNF modell szerint a ligandumok egymas utan,
novekvo affinitassal kdtddnek. A ligandum és koétbhely pedig kdlcsondsen hatnak
egymas térszerkezetére (induced fit).

Mai ismereteink szerint a ligandumok szelektalnak a fehérjék eleve létezd
konformacidi k6zott, az MWC modellnek megfelel6en [12]. Az oligomer oldallancai
pedig illeszkednek a kétddo ligandumhoz, a KNF modellel 6sszhangban. Vagyis
az MWC és KNF modellek antitézise szintézis felé kozeledik [13, 14, 15].

Emlitésre mélté az allosztéria morpheein modellje is, amely alkalmas lehet a
hemoglobin kilénféle oligomer formainak az értelmezésére [16]. A morpheein
elnevezés alakvaltoztatd fehérjére utal. A modellt a porfobilinogén szintaz enzim
ihlette, amely hexamerb6l monomerekre disszocial és Mg?*-kot6dés hatasara
oktamert képez.

Hemoglobinszerkezetek alapjan molekularis medicina ésevolicidokutatas
Perutz és Uttdro tarsai a hemoglobin szerkezete alapjan nemcsak a molekularis
bioldgianak nyitottak utat, hanem szamos mas diszciplinat is molekularis alapra
helyeztek. Pauling és Perutz elinditotta a koérélettan és medicina molekularis
korszakat. Feltartak szamos 6sszefliggést a hemoglobin mutacidinak szerkezeti
és korélettani hatasai kozott [17]. Egy rovid szekvencia hidanya B-thalasszémiat
okoz, egyetlen pontmutacid pedig sarldsejtes vérszegénységet. Utdbbi viszont
a malaria elleni védettséget fokozza. Perutz 1986-ban elfogadta az MRC
megbizasat antiviralis HIV-gyogyszerek kutatasanak koordinalasara. Kézikonyvet
is irt a fehérjék kristalyszerkezetének gydgyszer-célpontként alkalmazasa és
ellenanyagok kifejlesztése témakorében [18].

A hemoglobinok - univerzalis jelent6séglik és faj-specifikus valtozatossaguk ko-
vetkeztében - egyre gazdagoddé ismeretanyagot szolgaltatnak az evolucidkutatas
szamara is [19]. Az él6lények kilonféle életmoddja és élettertk eltéré O,-

N4

YN

oxigén felhasznalasanak maddja is eltér. Példaul a halhdlyag térfogata gyorsan
novelhetdé hemfehérjékrdl disszocialt oxigénnel.

A globinok szupercsaladja 0Osi bakterialis, monomer szerkezet(i flavohemo-
globinokbdl eredeztethetd. A torzsfejlodés soran kilonféle oligomerekké
szervezOdtek és milkodéslik is valtozott. Kezdetben enzimatikus és érzékeld
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funkcidjuk volt [20], az 6si bakterialis hemproteinek az NO, CO és H,O, reakcidit,
toxikus szabad gydkeik eltavolitasat katalizaltak vagy az O, koncentracio-
gradienst érzékel6 kemotaxis receptorok voltak. A hemoglobin oxigént szallito
és a mioglobin raktarozo szerepe az aerob életmdd megjelenéséhez kapcsolddik.

A mélytengeri csdves férgek (annelidak) viszont mindmaig anaerob életmodra
korlatozédnak. Hidrotermalis klrtékbol hemoglobinjukra hidrogénszulfidot
(H,S) vesznek fel, amit S-oxidalé baktériumaik tioautotroéf szimbidzisban
szénvegyliletekbe épitenek be [20]. A kagylé hemocianinja és a foldigiliszta
eritrocruorinja pedig megadalton méretli, kooperativ, extracellularis, 1égz6
komplexumokat képeznek [21].

Osszegezve, az 1950-es évek végén a hemoglobin réntgenszerkezetével Perutz
utat nyitott a szerkezeti bioldgia fejlédésenek. Aztan, amikor értelmezte az O,
kotddésének szerkezeti hatasat a hemoglobin kvaterner szerkezetének valtozasa
és az alegységek kooperativitasa alapjan, a kozfigyelem ezen szerkezetek
muUkddésének, dinamikajanak vizsgalatara iranyult. Ez kisugarzott mas
tudomanyteriletekre, példaul az élettanra, amely a jelatviteli folyamatokban
immar figyelembe veszi a receptorok gyors konformacidés valtozasait. A
molekularis farmakoldgiai kutatasok pedig elsGsorban a receptorok kotéhelyeire
és ligandumaira irdnyulnak. Interpretacidojukban a kooperativitds fogalmat az
allosztéria valtja fel. A biomakromolekuldk gyors szerkezetvaltozasait manapsag
nagymuszeres modszerekkel (pl. NMR) vagy molekuladinamikai modellezéssel
vizsgaljak. Szilard induldépont azonban tovabbra is a rontgenszerkezet, Perutzék
oroksége.

Szimmetria és disszimmetria

Az UNESCO idén a kristalytan mellett a szimmetriat is a figyelem kdzpontjaba
allitotta. Indoklasaban kiemelte Kepler Uttéré szerepét, aki 400 évvel ezelott
felfigyeltajégkristalyok (hdpehely)szimmetridjara. Ezzel elkezd6dott a szimmetria
altaldnos és anyagszerkezeti szerepének vizsgalata. A szimmetria kilénb6zo
megnyilvanuldsai mindmaig kihivast jelentenek a tudomany és mdivészet
kaldonféle terlletein. Megmutatkozik ez a fehérjeszerkezeti kutatasokban is.

A hemoglobin kvaterner szerkezetének tetraéderes szimmetridja aldatdmasztotta
Jacques Monod felfogasat a szerkezeti szimmetria fontossagardl [22]. Ezért a
szimmetria és megmaradasa kozponti jelent6éséget kapott az allosztéria MWC
modelljében [10]. Ezzel 6sszhangban a kilénféle hemoglobin oligomerek
rontgenszerkezete szimmetrikus [13, 23]. A szekvencidlis NKF modell viszont
a kotdodés folyamatat allitotta kozéppontba és disszimmetrikus intermediert
feltételezett. Miutanazintermedierek stabilitasanak és élettartamanak névelésével
mar vizsgalni lehetett az egyes O,-kétédések disszimmetrikus perturbald hatasat,
a human hemoglobin szimmetrikus tetramerjében az alegységek kooperativitasat
disszimmetrikusnak talaltak [24]. LegUjabban pedig mikrospektrofotometria és
rontgendiffrakcido kombinalasaval kimutattak egy disszimmetrikus intermediert a
hemoglobin T és R (alap és vég) allapotai kdzott [25].
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Changeux az enzimekre és hemoglobinra bevezetett MWC modellt idékdzben
kiterjesztette a nikotinos acetilkolin receptorra [22], amely a pentamer
szerkezet(i, ligandum-kapuzott ioncsatornak (pLGIC) csaladjahoz tartozik [26].
Mivel a kezdetben vizsgalt nativ ioncsatornak heteropentamerek, csak pszeudo-
szimmetriat lehetett feltételezni. Mikor aztdn a pLGIC szerkezeti csaladban
homopentamereket is talaltak, majd a membranba &gyazott pentamereket
sikerdlt kristalyositani, ezek szimmetrikus rontgenszerkezeteket mutattak. Az 6t
ligandummal telitett pentamerek is, de anomalis, azaz zart ioncsatornaval. Ujabb
vizsgalatok szerint azonban az aktivacidhoz a kétdhelyek részleges telitettsége
€s az agonistak nem szimmetrikus kétddési eloszlasa sziikséges [27].

Changeux végul Kkiterjesztette az MWC modellt a jelatviteli fehérjékre,
sOt, az agym(kddés szabalyozasara is [22]. Egyre tobb jelatviteli receptor
oligomerszerkezete bizonyul szimmetrikusnak. Masrészt mikodési dinamikajuk
nagymUszeres vizsgalata vagy molekuladinamikai szimulacié egyre tobb
szimmetriasértd perturbaciét és disszimmetrikus intermediert mutat ki [28].
Vagyis altaldnosan érvényesnek tlnik, hogy a szimmetrikus szerkezetek és
disszimmetrikus m(ikddésiik egymast kiegészitd és egymasba atalakuld arculatai
a biomakromolekulaknak.

X

Max Perutz kiemelked6 tudomanypolitikai szerepeket is betoltott. Ennek magyar
vonatkozasu érdekessége is van. Az atombomba kifejlesztése, majd Hiroshima
utan Szilard Led érdeklddése a fizikardl a molekularis bioldgia felé fordult.
Erételjesen lobbizott (kilondsen 1962-ben, a kubai rakétavalsag idején!), hogy
a CERN mintajara létesuljon egy nemzetkdzi szervezet a molekularis bioldgia
teriletén [3]. Eppen fél évszazada létrehoztak az EMBO-t (European Molecular
Biology Organization), amelynek alapito elndke Perutz lett (1964-1969). Pontosan
negyven éve pedig megalapitottak az EMBL intézetet (European Molecular Biology
Laboratory), amely Hamburgban jott |étre, John Kendrew vezetésével.

Max Perutzcentenariumakapcsanigyekeztemramutatni, hogyafehérjekutatasnak
az 1950-es évek 6ta bekovetkezett hatalmas fejlddése milyen mélyen gyokerezett
Perutz hemoglobin-kutatasaiban és ennek szertedgazd, messzire sugarzdé
(‘allosztérikus’) hatasai mennyire atformaltak szamos tudomanyteritletet.

Perutz kivald tudomanyos, tarsadalmi és emberi témaju esszéket is irt [29].
Feljutott az Alpok, valamint a tudomanyos felfedezés és tarsadalmi elismerés

csucsaira. A hemoglobin kivalé molekularis serpanak bizonyult.
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_ MIRE JO A FEHERJEKRISZTALLOGRAFIA?
A MULT NAGY FELFEDEZESEI ES A JOVOBELI REMENYEK -
ATTEKINTES A 100. EVFORDULO FENYEBEN

Vértessy G. Beata
MTA Természettudomanyi Kutatokozpont és Enzimoldgiai Intézet
és BME Vegyész- és Biomérnéki Kar, Alkalmazott Biotechnolégia és
Elelmiszertudomanyi Tanszék

2014-ben jubileumi év koszontott rank: a krisztallografia nemzetkdzi éve.
Jo alkalom ez arra, hogy attekintsik, mit is kdszonhetnek a molekularis
élettudomanyok ennek a paratlanul hasznos technoldgidnak, és milyen iranyba
érdemes folytatni a tovabbi felhasznalast. Ebben a cikkben réviden attekintem a
lényegi felfedezések sorat, melyek révén az egykristaly rontgendiffrakcié mara
belépett a molekularis bioldgusok és tag értelemben minden makromolekularis
szerkezetirant érdeklddo kutaté fegyvertaraba. A cikk arrél is szol, hogy a jelenleg
folyd kutatasok milyen nagy kérdéseket feszegetnek és milyen fejlesztések
varhatok a jovében.

Mik is azok az ,,egykristalyok”? Ezt a kissé magyartalan kifejezést olyan kristalyok-
ra alkalmazzuk, melyek esetében a kristalyracs a kristaly egészében toretlendl és
az adott kristalyra jellemz0 tokéletes szimmetridval jelen van, a kristaly magjatél
a kristaly széléig (a kristaly hatardig). Az ilyen hibatlan kristalyok paratlan
mechanikai, optikai és (anyaguktdl fliggéen) elektronikus tulajdonsagokkal
rendelkeznek. Az emberi torténelem soran kilonb6z6 szervetlen sdk ritka és
gyonyorkodtetd kristalyai folyamatosan jelen voltak (els6sorban dragakdvek és
egyéb asvanyi anyagok révén): szimmetrikus szépségikkel lenylg6zd hatast
gyakoroltak és lényegi gazdasagi szerepik volt. Mai életiinkben meghatarozo
szerepet jatszanak a szilicium tartalmu egykristalyok az elektronikai iparban.
Mechanikai szilardsaguknak kodszonhetéen az egyes szuperdtvozetekbdl
novesztett egykristalyok alkotjak a korszer( repll6gépek sugarhajtomiiveinek

Fehérjekristalyok

Mikroszkopikus knistalyok ménet < O 1mm 10 000 - 2 000 000 atorm / mobskula

1. abra. Fehérjekristalyok.
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turbinalapatjait. Napjainkban - ezeken tul - a makromolekularis kristalyok a
bioldgiai és orvostudomanyok fejlddésében is rendkivil jelentds szereppel birnak
(1. abra).

A 2014. évben lGinnepelt jubileumi datum ahhoz a nagyjelent6ségl megfigyeléshez
kotddik, amit Sir William Henry Bragg és Sir William Lawrence Bragg (apa és fia)
az 1910-es években tett. Kordbban Max von Laue kimutatta, hogy a Wilhelm
Conrad Rontgen altal felfedezett, és a német és magyar szakirodalomban
rola elnevezett, sugarzas réz-szulfat kristalyokon fizikailag a szerkezettel
osszefiggden értelmezhetd diffrakcios képet nyujt. Ennek oka az, hogy a
rontgensugarzas hulldmhossza 6sszemérhet6 a kémiai kotésben 1évdo atomok
kozti tavolsagokkal, igy a diffrakciés kép geometriai és intenzitast hordozé
jellemz0i valamilyen mddon tiikrézni fogjak a molekularis szerkezetben jelen 1évo
atomok egymashoz viszonyitott térbeli pozicioit. W. L. Bragg (a Bragg parosbdl
0 a fil) ezen Osszefliggés rendkivil elegans és egyszer(i matematikai leirasat
adta, ez a Bragg-torvény:

nA=2dsinB

ahol n: egy természetes szam, A: a sugarzas hulldmhossza, d: a kristalyracs
parhuzamos sikjainak tavolsaga, 0: a diffrakcids szdg.

W. H. Bragg (az apa) megépitette az els6 rontgen-fotométert (a mai
diffraktométerek/szinkrotronok Osét), és ezzel meghataroztak a kdsd, majd a
gyémant térszerkezetét. Ezen felfedezések jelentdségét szinte azonnal felismerve
1914-ben Laue, 1915-ben a két Bragg Nobel-dijban részesilt (a fiatalabb Bragg
ekkor 25 éves volt!) [1].

A makromolekularis szerkezetmeghatarozas terén ezek utadn jo negyven évet
kellett varni arra, hogy az els6 fehérjeszerkezetet meghatarozzak (mioglobin,
John Kendrew, 1958, Nobel-dij 1962) [2] (2. abra). Kicsit korabban, 1953-ban
kerilt kozlésre a hipotézis a DNS térszerkezeti modelljérdl. Itt a kivalo kisérletes
adatokat Rosalind Franklin gy(jtotte [3, 4]. Ezen adatok alapjan Francis Crick és
James Watson alkotott merész hipotézist [5], ami kidllta az idok prébajat. Ma a
makromolekularis térszerkezeteket tarolé adatbazis szazezernél is tobb fehérje
és makromolekularis komplex szerkezetét tartalmazza, és havonta tobb szaz
Uj szerkezet kerll - szigoru ellen6rzés - utadn az adattarba (Protein Data Bank:
fehérje és nukleinsav polimerek szerkezeteit tarolja, www.rcsb.org).

A szerkezetmeghatarozasok robbanasszer( gyorsulasat jél szemlélteti, hogy 2000
el6tt kb. 10.000 szerkezet volt az adatbazisban, mig idén mar tébb mint 9000
kerllt depozitolasra. Ennek az drvendetes fejleménynek tobb |ényegi oka van,
ezek kdzott a kétlegfontosabb: a szerkezetmeghatarozasi mddszerek matematikai
és fizikai fejlédése és a vizsgalandd objektumok (fehérjék) géntechnoldgiai
eldallitdsanak egyre hatékonyabb lehet8sége. A makromolekularis szerkezetek
meghatdrozasaban az infrastruktira fejlodését rendkivil latvanyosan lehet
figyelemmel kisérni. A kezdeti kismUiszerekt6l (a Bragg-féle rontgenfotométertdl)
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2. abra. Fehérjekrisztallografia a Nobel-dijak fényében.

elindulva, mara két nagy csoportra oszthatéak a réntgensugarzast
kristalyszerkezetek vizsgalatara alkalmazd mUiszerek (3. abra).

Az egyik csoportba tartoznak az ugynevezett ,hazi” sugarforrasok, melyek ma
mar kvazi asztali kivitelben is kaphatok. Itt torténik az adott laboratériumokban
|étrehozott kristalyok els6dleges vizsgalata, annak elddntése, hogy a kristaly
vajon diffraktal-e és mik a kristalyt meghatarozé un. celladllanddok. Ha a
kristaly elég jol diffraktal, akkor ezen hazi forrdsokon gy(jtott adatokbdl is
meghatarozhatd a fehérje (illetve a makromolekuldris komplex) térszerkezete
egfelel6 felbontasban!. Ezek az informacidok elengedhetetlenil sziikségesek
ahhoz, hogy becses kristalyainkat a nagy intenzitdsu, rendkivil gyors és jo
felbontasu szerkezetek meghatarozasara elsédlegesen alkalmazott szinkrotron
sugarforrasoknal megmérhessuik. Itthon jelenleg két olyan laboratérium tizemel,
ahola hazisugarforrasok lehetdvé teszik a makromolekularis kristalyok vizsgalatat
és a fehérjeszerkezetek meghatarozasat. A BME/MTA TTK kbz0s laborjaban
(http://www.biostruct.org/biostruct/, 3. dbra) automatizalt, robotokkal végzett
kristalyositas és a kisméretld (mikrométeres mérettartomany) kristalyok
vizsgalatara is alkalmas mikrofékuszos sugarforrds egyarant rendelkezésre
all, valamint az ELTE-n http://prot.chem.elte.hu/laboratories/krisztallografiai-
laboratorium).

Szinkrotron sugarforrasok Eurépaban szamos helyen elérhetdk (pl. http://www.
biostructx.eu/), ezek esetében a rontgensugarzast ériasi gylrikben keringtetett
elektronnyalabok ,megcsapolasaval” allitjak eld, rendkivili intenzitdssal és
mikrofékuszos, kivaléan hangolt sugarforrast hozva létre. A ,,hardware” mellett
a szerkezetmegoldasi szoftver is oriasi fejlodésen ment at: ma mér ,felhasznalé-

! Miis az a ,felbontas”? Ez az adat egy angstrémben megadott szam, ami a szerkezet informacio-
gazdagsagara jellemzd: minél kisebb, annal jobb. 10 angstrom felbontasnal a makromolekula
alakja, egyes nagyobb domének elrendez6dése mar lathatd, mig a 2 angstrom alatti felbontasu
szerkezetekben az oldallacok atomjai is lathatoak.
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Hazi sugarforras /

inkrotron mérés hatd
Diffraktal a kristaly? e e

Megmértik a cella dllandokat? BAG alvazal 2014 december 15!
3. abra. Hazi sugarforras vs szinkrotron.

barat”, ingyenesen elérhetdé programcsomagok segitik a kutaték munkajat (4.
abra).

A masik fontos korilmény a fejlédésben a molekularis bioldgiai eszkoztar
megjelenése, amivel ma mar (kis tulzassal) tetszés szerinti fehérjét el6 tudunk
allitani, kristalyositasra alkalmas mennyiségben. Itt azért még mindig a
legszlikebb keresztmetszet az adott fehérje kristalyositasa: a robotikus, tobb ezer
paramétert is felhasznald kristalyositasi ,screenek” mellett sem garantdlhatd,
hogy minden fehérjébdl kristaly ndveszthet6.

gt dfumicn

A szerkezetmeghatarozas E
menete ﬁ

Fehérjetermelés - klonozis, expresszio, tisztitas 11!

Kristalyositias — Libb ezer kivriilmény
Adatgyiijtés
Fazisprobléma megoldasa

Modellépités - az elektronsiiriiségi
térképek értelmezése

A modellszerkezet finomitisa
Validilis (Ramachandran plot)

iy, ey

Vi
-

Depozitolis: PDB

4. abra. A szerkezetmeghatarozas Iépései.

A legutdébbi Nobel-dijat ezen a téren 2012-ben a G-fehérjékkel kapcsolt receptorok
miikodésének és térszerkezetének feltarasaért adtak (Robert Lefkowitz és
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Brian Kobilka), tovabba a tavalyi kémiai Nobel-dij (kvantummechanika és
molekularis dinamika, Karplus-Levitt-Warshel) is szorosan koétédik a rontgen-
krisztallografidhoz. Napjainkban a szerkezetek felderitésébdl szarmazd tudas
felbecsilhetetlen hasznot hoz a bioldgiai felderitd kutatdsokban és a molekularis
mechanizmusok megértésében. A bioldgiai egyedekben és kozdsségekben
(a mikrobialistdl a gerincesekig) megvaldsuld jelatvitel, ingerlletatvitel,
kommunikacié alapjait is ilyen szerkezetek révén érthetjilk meg, és a
megértés révén céljainknak megfeleléen befolyasolhatjuk. A térszerkezeti
informacid nélkllozhetetlen a gyogyszertervezésben, a biotechnoldgiaban, a
nano-tudomanyokban és fejlesztésekben egyarant. Sajat kutatdcsoportom a
szerkezetek megfejtésével a genomi integritas folyamatainak megértésében ért
el eredményeket, melyek mind rakellenes, mind anti-mikrobidlis gydgyszerek
tervezésében fontosak [6-8]. Ezekkel adhatunk valaszt a cimben feltett kérdésre.

Mit tartogat a jov6?

Olyan fantasztikus lehet0ségeket, melyek az egyre magasabb szinvonalul és egyre
Ujabb innovativ koncepciokon alapuldé miiszerezettség mellett mar él6 sejtben is
képesek fehérjekristalyok vizsgalatara [9]. Harom f6 iranyt kilonithetlnk el a
fejlesztésekben. Egyrészt a szubatomi felbontasu (1 angstrom alatti felbontasu)
szerkezetek meghatarozasat és értelmezését, masrészt egyre nagyobb
komplexek szerkezetének meghatarozasat, harmadrészt a femtoszekundumos
krisztallografiat. A szubatomi felbontasok esetén a fehérjeszerkezetek
fenntartasaban és a fehérjem(kddésben kiemelt jelent6ségli hidrogénhidak
esetleges aszimmetridja is vizualizalhatd. A nagy komplexek esetén a riboszdma
szerkezete (az Ada Yonath, Venki Ramakrishnan és Tom Steitz trid Nobel-dijaval
jutalmazott eredmény) kivald példa. Ezen tulmenden is, a sejtorganellumok még

SFX: folyamatos femtoszekundumos
krisztallografia / szabadelektron léezer
»Hit and run” - egy kristaly - egy villanas

A mikrokristalyokat folyamatosan injektaljuk a sugarba

LCP injector
4 /900
¥ oo
| 2 %00
' S —
"= XFEL
CSPAD detector K - B mirrors bBearn

SFX: senal free eleciron crystaliography
Liu é¢ mesal Schence. 20;342(6165): 15214 (2013)

5. abra. ,Hit and run” krisztallografia.

nagyobb alkotdinak térszerkezet meghatarozasat a rontgenkrisztallografia és
egyéb mddszerek (elektronmikroszkdpia, atomerd mikroszkdpia, sét akar STED
mikroszkdpia) egylttes alkalmazasaval cél az egész sejt szerkezetének leirasa, az
egyes alkotoknal az adott rontgenszerkezet beillesztésével. A femtoszekundumos
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krisztallografidban mikrokristalyokat porlasztunk a nagyenergiaju sugarforrasba
[10, 11] (5. &bra).

Itt az an. ,hit and run” krisztallografia érvényesil: egy mikrokristaly egyetlen
sugaradaggal talalkozik. Ez a taldlkozas a kristaly szamara végzetes, hiszen a
kristalyt elpusztitja az intenziv sugar, de a felvillanasban rogzitett képekbdl a
szerkezet meghatarozhato.
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ALAMETHICIN PEPTIDEK TERSZERKEZETI TULAJDONSAGAI
Leitgeb Balazs

MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokoézpont;
Szegedi Tudomanyegyetem, TTIK, Mikrobiologiai Tanszék, Szeged

Bevezetés

Az alamethicin (ALM) a peptaibolok csaladjaba tartozé antimikrobialis peptid [1-
4], amelyet 1967-ben a peptaibol csalad els6 tagjaként izolaltak a Trichoderma
viride gombabdl [5, 6]. Az ALM molekulak 20 aminosavbol éplilnek fel, és a tdbbi
peptaibolhoz hasonldan nem-proteinogén aminosavakat (o-aminoizovajsav, Aib;
izovalin, Iva) tartalmaznak [5]. Emellett az ALM peptidek N-terminalis végén
lévé Aib aminosav acetildlt, mig a C-terminalis végikdn egy amino-alkohol
(fenilalaninol, Pheol) talalhaté [5].

Akarcsak a tobbi peptaibol molekula, az ALM peptidek is nem-riboszémalis
bioszintézis Uton jonnek létre, melynek soran egy multifunkcionalis enzim (ALM-
szintetaz) jatszik szerepet a bioszintézisben [5]. Ahogy az altalaban a legtébb
peptaibol esetén megfigyelhetd, az ALM molekuldk is mikroheterogén elegyként
szintetizalddnak. Ebben az esetben ez azt jelenti, hogy tébb, kiilonbdz6 aminosav
Osszetétel(i, de azonos szekvencia hosszal rendelkez6 ALM peptidet lehet
megkillonboztetni [5, 7]. Az ALM esetében ebben a mikroheterogén elegyben a
molekuldk két csoportja taldlhatd, igymint az ALM F30 és az ALM F50 peptidek,
és amig az els6 csoport tiz molekulat, addig a masodik csoport tizenharom
molekulat foglal magaban [5, 7] (1. tablazat).

A tobbi peptaibolhoz hasonldan az ALM peptidek is széleskord bioldgiai hatassal
jellemezhet6k, uUgymint antibakteridlis és antifungadlis hatas, hemolitikus
aktivitas, illetve képesek porusokat kialakitani a membranokban [5, 6].

Alamethicinek térszerkezeti tulajdonsagai

Az ALM molekuldk térszerkezeti tulajdonsagait egyrészt kisérleti mddszerek
(rontgenkrisztallografia, cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkdpia, Raman
spektroszkopia, Fourier-transzformaciés infravoros (FTIR) spektroszkopia
és magneses magrezonancia (NMR) spektroszkdpia), masrészt pedig
elméleti modszerek (,tavolsag-geometria” (DG), szimuldlt anellacié (SA) és
molekuladinamika (MD)) alkalmazasaval tanulmanyoztak [5, 6].
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Alamethicin F30 peptidek

ALM F30/1, F30/2, F30/3, F30/4, F30/5,
F30/6, F30/7, F30/8, F30/9, F30/10;

Ac-Aibl-Pro2-Aib3-Ala*-Aib>- Xaa®-Xaa’-Aib8-Xaa’-Aib1°-
Xaa'l-Xaa'?-Aib'3-Pro'4-Valt>-Aib!®-Xaa!’-Glu'®-GIn'°-Pheol?°;

ahol Xaa®: Ala/Aib, Xaa”: Glu/Gln, Xaa’: Aib/Leu/Val,
Xaa'l: Ala/Gly, Xaa*?: Leu/Val, Xaa?”: Aib/Val;

Alamethicin F50 peptidek

ALM F50/2, F50/3a, F50/3b, F50/3c, F50/4a, F50/4b, F50/5,
F50/6a, F50/6b, F50/7, F50/8a, F50/8b, F50/8c;

Ac-Aib!-Pro?-Xaa’-Xaa*-Xaa>-Xaa®-GIn’-Aib%-Xaa’-Aib'°-
Gly!'-Xaa'?-Aib'3-Pro'4-Xaa’>-Aib'-Xaa'’-GIn'8-GIn'°-Pheol??;

ahol Xaa?3: Ala/Aib, Xaa*: Ala/Aib, Xaa>: Ala/Aib, Xaa®: Ala/Aib/Gly, Xaa’: Ala/
Aib/Leu/Val/Iva, Xaa*?: Leu/Val,
Xaa'’: Val/Iva, Xaa'’: Aib/Val/Iva;

1. tablazat: Az alamethicin F30 és F50 peptidek altalanos szekvenciaja.

Az ALM peptidek konformaciés sajatsagait kilonboz6 korilmények kozott
vizsgaltak, ugymint kristalyszerkezetben, vizes oldatban, kilonféle szerves
olddszerekben, micelldk jelenlétében, membranhoz kototten, illetve membranba
agyazoddva [5, 6].

A természetben el6fordulé ALM molekulak esetén elvégzett szerkezetvizsgalati
munkakbol szarmazoé eredmények egy korabbi cikkben kerlltek dsszefoglalasra
[4], igy ebben a cikkben a kllénb6zd szintetikus ALM analdgokra, valamint
ezen peptidek szerkezetileg modositott valtozataira vonatkozd térszerkezeti
eredmények keriilnek bemutatasra.

Az ALM molekuldk esetében az eddigiek sordn mar szamos analdgot szintetizaltak,
amelyekben egyrészt adott aminosavakat helyettesitettek mas aminosavakkal,
masrészt pedig tovabbi aminosavakat épitettek be az ALM peptidek
szekvenciajaba. A természetben el6fordulé ALM molekuldakhoz hasonldan, a
kilonféle ALM analdgok térszerkezetét szintén részletesen tanulmanyoztak
rontgenkrisztallografiaval, illetve CD, infravoros (IR), FTIR, elektron spin
rezonancia (ESR) és NMR spektroszkdpiaval, valamint SA és MD maddszerek
alkalmazasaval [5, 6].
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Az ALM analdgok térszerkezeti tulajdonsagait nemcsak kristalyszerkezetben,
hanem vizes oldatban és kilonb6zd szerves olddszerekben, illetve micellak és
membranok jelenlétében is vizsgaltak [5, 6].

Az ALM C-terminadlis végen amidalt analdgjai kozll két peptidben az Osszes
Aib aminosavat Ala-nal és Leu-nal cserélték ki (ALM dUA-NH, és ALM dUL-
NH,), mig a tovabbi két peptid esetén az ALM dUL-NH, analég szekvencidjat
meghosszabbitottak egy Leu és egy Ser aminosavval (L-ALM dUL-NH, és S-ALM
dUL-NH,) [8]. Az ezen peptidekre vonatkozbéan elvégzett IR és CD mérések
eredményei azt mutattak, hogy az Ala-tartalmu analdg valdszinlileg egy random
vagy B-szerkezetet vesz fel, mig a Leu-tartalmd analdgok tulnyomorészt
o-helikalis konformacidéval jellemezhetdk.

Az Aib aminosavak helyett Leu-t tartalmazé ALM analdgnak (ALM dUL), illetve
tovabbi két modositott valtozatanak, amelyekben a Pro? és Pro!* aminosavakat
Ala-nal helyettesitették (ALM dUL P2A és ALM dUL P14A), a konformacios
sajatsagait tanulmanyoztak [9]. A metanolban végrehajtott CD mérések alapjan
arra kovetkeztettek, hogy ezek az ALM analdgok féként a-helikalis konformaciéban
vannak jelen, azonban az ALM dUL P2A analdg helikalis tartalma nagyobbnak, mig
az ALM dUL P14A analdg helikalis tartalma kisebbnek bizonyult, mint az ALM dUL
analégé. Az ezt kdvetd szerkezetvizsgalati munkak soran az ALM dUL és ALM dUL
P14A analdgok térszerkezeti tulajdonsagait vizsgaltak CD és NMR spektroszkdpia
alkalmazasaval metanolban, illetve natrium-dodecil-szulfat (SDS) micellak
jelenlétében [10, 11]. Emellett az NMR mérésekbdl szarmazo kényszerfeltételek
felhasznalasaval SA és MD szamitasokat is végrehajtottak. Az eredmények azt
mutattak, hogy mindkét ALM analdg tulnyomorészt a-helikalis konformaciét vesz
fel, azonban a korabbi megfigyeléssel szemben az ALM dUL P14A analdg helikalis
tartalma nagyobb volt, mint az ALM dUL analdogé. Ugyanakkor azt tapasztaltak,
hogy a metanolban megfigyelt helikalis tartalommal 6sszehasonlitva a peptidek
helicitdsa megnovekedett az SDS micelldak jelenlétében. Mindemellett az ALM
dUL P14A analdg szerkezete sokkal stabilabbnak és rendezettebbnek bizonyult,
mint az ALM dUL analdg szerkezete, kilondsen az Alat* aminosav korli részen,
illetve a C-terminalis szakaszon. Az ALM dUL analdg esetében FTIR méréseket
is végeztek metanolban, illetve foszfolipid membran jelenlétében [12]. Az
eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy mindkét kézegben az
ALM dUL analdg egy sokkal rigidebb helikalis konformacioval, valamint er6sebb
H-kotésekkel jellemezhetd, mint az ALM.
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Olyan ALM analdgok térszerkezeti tulajdonsagait is vizsgaltak, amelyekben a
es (ALM P12), 13-as (ALM P13), 15-6s (ALM P15), 16-0os (ALM P16) és 17-
es (ALM P17) pozicidba [13]. Mindemellett egy tovabbi analdg térszerkezetét
is tanulmanyoztak, amelyben a Pro'* aminosavat Ala-nal helyettesitették (ALM
P14A). A CD mérések alapjan azt allapitottak meg, hogy ezek a peptidek egy
kevésbé rendezett strukturaval jellemezhet6k vizes oldatban, ugyanakkor
az Osszes peptid tulnyomoérészt helikalis konformaciot vesz fel liposzomak
jelenlétében. Ugyanakkor azt tapasztaltak, hogy az Ala-tartalmu ALM analdg
helicitdsa nagyobb volt, mint az ALM helicitdasa, mig a tobbi ALM analdg esetén
eltéré nagysagu helikalis tartalmakat figyeltek meg a Pro aminosav kilénb6z0o
ALM P14A analdg esetében kloroformban végrehajtott MD szamitas alapjan azt
figyelték meg, hogy ez a peptid féként a-helikalis konformaciét vett fel [14].
Emellett azt tapasztaltak, hogy az ALM molekuldra jellemz6 hajlitott szerkezet
ugyan megjelent a Gly!!-Ala' tetrapeptid egységre vonatkozdan, azonban ebben
az esetben ez a struktura nem volt annyira jellegzetes.

7

peptidekben a GIn” aminosavat Ala-nal (ALM Q7A), mig a Gly!!t aminosavat GIn-
nal és Asn-nal (ALM G11Q és ALM G11N), végul pedig a Pro'* aminosavat GIn-nal
helyettesitették (ALM P14Q) [15]. A CD mérések alapjan kilonbségeket figyeltek
meg az ALM analdgok helicitasat illetéen. Azt tapasztaltak, hogy a Pro!*/GIn'*
a GIn7/Ala’, Gly'/GIn't és Gly't/Asn!! cserék a helikalis tartalom cstkkenését
eredményezték.

TovabbiALManaldgoktérszerkezetitulajdonsagaitvizsgaltak CD spektroszkopiaval
palmitoil-oleoil-foszfatidilkolin (POPC) vezikulak jelenlétében [16]. Az egyik ALM
analég (HG-ALM) esetén egy His aminosavat kapcsoltak egy Gly aminosavon
keresztil az ALM molekula N-terminalis végéhez, mig ezen peptid tovabbi harom
moddositott valtozata esetében (HG-[Leu] ALM, HG-[Nva] ALM és HG-[Nle] ALM)
az 0sszes Aib aminosavat Leu, norvalin (Nva) és norleucin (Nle) aminosavval
helyettesitették. Mind a négy ALM analdg esetén a CD spektrumok azt mutattak,
hogy egy helikalis szerkezet alakul ki Zn?*-ionok jelenléte nélkll. A Zn?*-ionok
hozzaadasaval azonban valtozasokat figyeltek meg a HG-ALM és HG-[Nva] ALM
analégok CD spektrumai tekintetében, ugyanakkor nem tapasztaltak jelentds
valtozasokat a HG-[Leu] ALM és HG-[Nle] ALM analégok CD spektrumait illetéen.
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Az eredmények alapjan, az utdbbi két peptid esetében tapasztalt helikalis
tartalommal 0Osszehasonlitva, az el6z6 két peptidre vonatkozdéan a helikalis
tartalom novekedését figyelték meg Zn?*-ionok jelenlétében.

Hat kiildnb6z8 ALM analég ([S-(CF,-Ala)s] ALM, [R-(CF,-Ala)s] ALM, [S-(CF.-
Ala)i] ALM, [R-(CF,-Ala)!®] ALM, [S-(CF,-Ala)'6] ALM és [R-(CF,-Ala)'®] ALM)
konformacids sajatsagait tanulmanyoztak, amelyekben az Aib®, Aib'® és Aib®
aminosavakatatrifluorometil-alanin (CF,-Ala) aminosav S- ésR-sztereoizomerevel
helyettesitették [17]. Az ALM és hat analdgja esetén az oldatban elvégzett CD
mérések hasonld spektrumokat eredményeztek. Ezek a CD spektrumok egyrészt
arra utaltak, hogy a peptidek magas helikalis tartalommal jellemezhetok,
masreészt pedig arra, hogy az Aib aminosavak CF,-Ala-nal térténé cseréje nincs

« 7 s

-7 .

ki ([Glu(OMe)®1°] ALM F50/5 és [Glu(OMe)”1819] ALM F50/5) [18]. Tovabbi két
peptid esetében pedig a [Glu(OMe)”81°] ALM F50/5 analdg szekvencidjanak
N- és C-terminalis végéhez egy 9-fluorenil-metoxi-karbonil (Fmc) csoportot
kapcsoltak (Fmc-[Glu(OMe)7181°] ALM F50/5 és [Glu(OMe)”181°] ALM F50/5-
Fmc) [18]. Ezen ALM analdgok térszerkezeti tulajdonsagait vizsgaltak CD
spektroszkopia alkalmazasaval metanolban és membran jelenlétében. Az ALM
F50/5 és Glu(OMe)-tartalmu analdgjainak a CD spektruma majdnem azonosnak
bizonyult egymassal, ami azt jelzi, hogy az ALM F50/5 esetén elvégzett, fent
emlitett szekvencia modositasok nincsenek kilondsebb hatassal az ALM F50/5
helikalis szerkezetére, illetve konformacios sajatsagaira.

Egy spin-jeldlt ALM analdog ([TOAC'¢, Glu(OMe)”-181°] ALM F50/5) térszerkezetét
vizsgaltak  rontgenkrisztallografidval, amelyben az Aib!*®* aminosavat
2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxil-4-amino-4-karbonsavval (TOACQ), illetve
a GIn’7, GIn'® és GIn'® aminosavakat Glu(OMe)-tal helyettesitették [19]. A
kristalyszerkezet alapjan két egyedi molekulat azonositottak, amelyek mindegyike
egy hajlitott, tulnyomorészt a-helikalis konformacioval jellemezhetd, azonban a
két molekula esetében kiilonbség figyelhetd meg az intramolekularis H-kotés
mintazatra vonatkozoéan. Mindkét molekula helikalis szerkezetét tekintve a harom
Glu(OMe) aminosav oldallanca azonos oldalon talalhatd, mig a legtébb hidroféb
oldallanc és a TOAC aminosavak az ezzel ellentétes oldalon helyezkednek el,
kialakitva ezaltal egy hidrofil konvex oldalt, illetve egy hidroféb konkav oldalt.
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Az eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vontak le, hogy 0sszességében a
[TOAC®, Glu(OMe)7-181°1 ALM F50/5 analdg esetén azonositott két egyedi molekula
konformacids sajatsagai hasonldénak bizonyultak azokhoz, amiket korabban a
harom egyedi ALM molekula esetében megfigyeltek a kristaly aszimmetrikus
elemi celldajaban [20]. Egy tovabbi részletes konformacio-analizist végeztek el
CD, FTIR és NMR spektroszkdpia alkalmazasaval oldatban a [Glu(OMe)7:1819]
ALM F50/5 analdg, illetve ezen peptid mddositott valtozatai esetén, amelyek az
Glu(OMe)”1819] ALM F50/5, [TOACS®, Glu(OMe)”1819] ALM F50/5, [TOACS,
Glu(OMe)71819] ALM F50/5 és [TOACY16, Glu(OMe)”1819] ALM F50/5) [21]. Az 6t
ALM analdg CD spektruma az ALM esetében megfigyelt CD spektrumhoz nagyon
hasonldnak bizonyult, és mindez arra utalt, hogy ezek a peptidek egy helikalis
konformaciot vesznek fel, amely nagy mennyiségl a-hélixet és kis mennyiségi
3,,-hélixet tartalmaz. Az FTIR méreésekbdl szarmazé eredmeények alapjan azt
allapitottak meg, hogy a peptidek preferalt konformacidja egy nagyon rendezett
strukturaval jellemezhetd, amelyet intramolekularis H-kotések stabilizalnak. A
[Glu(OMe)718191 ALM F50/5 analdg esetén elvégzett NMR mérés eredményei
szintén azt mutattdk, hogy ez a peptid nagymértékben helikdlis. Osszességében
tehat a fent emlitett spektroszkopiai vizsgalatok alapjan azt a kdvetkeztetést
vontak le, hogy sem a GIn/Glu(OMe) csere, sem pedig az Aib/TOAC csere nem
szerkezetvizsgalati munka soran a [TOAC!, Glu(OMe)”81°] ALM F50/5 analdg
esetében NMR mérések alapjan tanulmanyoztak az intramolekularis tavolsagokat
[22]. Az eredmények alapjan azt allapitottak meg, hogy a [TOAC?, Glu(OMe)7:18:19]
ALM F50/5 analdg esetén megfigyelt tavolsagok jo egyezést mutattak a [TOAC!®,
Glu(OMe)71819] ALM F50/5 analdég kristalyszerkezete esetében tapasztalt
tavolsagokkal [19]. Mindez arra utalt, hogy ezen ALM analégoknak a konformacios
sajatsagai hasonlitanak egymashoz oldatban és kristalyszerkezetben. A
[TOAC®, Glu(OMe)’181°] ALM F50/5 analdg térszerkezetét vizsgaltdk ESR
spektroszkopia alkalmazasaval is kilénb6zd polaritdsly olddszerekben, illetve
tojas-foszfatidilkolin (ePC) membranok jelenlétében [23]. A két TOAC aminosav
kozott mért tavolsag alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy ez az ALM
analdg egy tulnyomoérészt a-helikalis konformacidval jellemezhet6. Emellett azt
tapasztaltak, hogy a TOAC aminosavak kozti tavolsag fliggetlennek bizonyult az
alkalmazott olddszer polaritasatol.

A [(Tfa)°, Glu(OMe)”&1°] ALM F50/5, [Dab(Tfa)?, Glu(OMe)”*&1°] ALM F50/5
és [Glu(OMe)”-'8, Dab(Tfa)!°] ALM F50/5 analdogok konformacié-analizisét FTIR,

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 4. szam 2014. december

60



I TUDOMANYOS KOZLEMENY Leitgeb Baldzs

CD és NMR spektroszkopia alkalmazasaval végezték el szerves olddszerekben
és SDS micellak jelenlétében [24]. Ezen ALM analdgok esetén a trifluoroacetil
(Tfa) csoportot az N-termindlis végen, a szekvencia kozepén talalhaté 9-es
pozicidba, valamint a C-terminadlis részen |év6 19-es pozicioba épitették be.
Az utobbi két analdg esetében a Val® és GIn'® aminosavakat y-trifluoroacetilalt
o,y-diaminobutarattal (Dab) helyettesitették. Az FTIR, CD és NMR mérések
eredményei azt mutattak, hogy ezek a peptidek egy intramolekularis H-kdtések
altal stabilizalt helikalis strukturaval jellemezhetdk, és ez a helikalis szerkezet
tulnyomorészt a-hélixet tartalmaz. Emellett azt tapasztaltak, hogy sem a Dab
aminosav jelenléte, sem pedig az N-terminalis acetil-csoport Tfa-csoporttal
torténo helyettesitése nem valtoztatta meg jelentdsen a tulnyomorészt a-helikalis
szerkezettel jellemezhetd konformaciot.

Osszefoglalas

Az eddigi szerkezetvizsgalati munkak soran az ALM analégokat, valamint
ezen peptidek szerkezetileg moddositott valtozatait kidlonféle kisérleti
(rontgenkrisztallografia; CD, IR, FTIR, ESR és NMR spektroszkdpia) és elméleti
moddszerekkel (SA és MD) tanulmanyoztak eltéré kordlmények kozott, illetve
kildnbdz6 kornyezetben. Az eredmények alapjan az derilt ki, hogy az ALM
analégok tobbsége valamilyen helikalis szerkezettel, leginkabb o-helikalis
strukturaval jellemezhetd, amelyet karakterisztikus intramolekularis H-kdtések
stabilizalnak. Az eredmények arra is utaltak, hogy kilonb6z6 kdérnyezetben az
ezen peptidekre jellemzd helikalis szerkezet min6sége és mennyisége mas-mas
lehet. Az ALM analdgok, illetve szerkezetileg mddositott valtozatai esetén kapott
eredmények arra is ramutattak, hogy vannak olyan szerkezeti moddositasok,
amelyek valtozasokat idéznek el a peptidek helikalis tartalmat és konformacios
sajatsagait illetéen. Ugyanakkor megfigyeltek olyan szerkezeti modositasokat
is, amelyek nem valtoztattak meg jelentds mértékben az ALM peptidek preferalt
masodlagos szerkezetét és konformacids sajatsagait.

Koszonetnyilvanitas
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Leitgeb Balazs 2000-ben kémia tanari és 2002-ben biolégia tanari
diplomat szerzett a Szegedi Tudomanyegyetemen, majd ezt kévetéen
2006-ban szerezte meg PhD fokozatat. 2004 ota az MTA SZBK
Biofizikai Intézetében végzi kutatdmunkajat, és 2009-2012 kézétt
egy haroméves OTKA posztdoktori kutatasi palyazat témavezetdje
volt. 2010-ben megkapta az Akadémiai Ifjusagi Dijat, illetve 2010-t6l
kezdb6dBen hdrom évre elnyerte a Bolyai Jdnos Kutatdsi Oszténdijat. Ezt
kovetben 2013-ban 16 honapra elnyerte a Magyary Zoltan Posztdoktori
Oszténdijat, amelynek keretében az SZTE TTIK Mikrobioldgiai Tanszékén
is folytatja kutatdi és oktatdi tevékenységét. F6 kutatasi teriilete
bioaktiv peptidek térszerkezetének, folding folyamatainak, szerkezet-
aktivitas Osszefiiggéseinek és hatdsmechanizmusanak tanulmanyozasa
molekulamodellezési mddszerek alkalmazasaval.
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Prolégus

PROLOGUS

A FEBS fennallasanak 50. évforduléjara az MBKE ad hoc bizottsaga egy valogatast
allitott 6ssze a FEBS Letters-ben és FEBS Journal-ben megjelent reprezentativ
magyar cikkekbdl, amely a ,FEBS 50" Anniversary Virtual Issue: Hungary (July
2014)" kiadvanyban jelent meg és a FEBS, az MBKE honlapon és az alabbi linken
olvashato: http://www.febs.org/our-publications/febs-50th-anniversary-virtual-
issues/hungary/.

Uj rovatunkban egy-egy cikk szerzéit megkérjik, hogy irjanak a felfedezésik
és a cikkik el6zményeirdl, utdéletérdl, tovabba mit gondolnak a siker, a magas
idézettség kulcstényezdjének.

A szerkesztobizottsag
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Egy dolgozat el6- és utdélete

EGY DOLGOZAT ELO- ES UTOELETE

Keszthelyi, L. and Ormos. P. Electric signals associated with the
bacteriorhodopsin photocycle. FEBS Lett. 109 (1980) 189-193.

A kézleményrél Keszthelyi Lajos és Ormos Pal egymas utan irjak le gondolataikat
- ebbél ered némi redundancia, kérjik, nézzék ezt el.

Keszthelyi Lajos

A bakteriorodopszin (BR) témat Dancshazy Zsolt hozta az SZBK-ba Szegedre
1974-75 korul. Akkor tért haza a Szovjetunidbdl, ahol Szkulacsev professzor
aspiransaként foglalkozott a témaval. Hozott anyagot is, részben mar preparalt
~,purple membrane”-t (pm), részben Halobacterium halobium (ma H. salinarum
H. halobium helyett) sejteket. Megszervezte a sejtek tenyésztését, a membranok
szeparalasat.

Ismert volt mar akkor, hogy a BR a szeparalas utan is meg6rzi mikodo képességét,
azaz fény hatdsara protonokat pumpal 4t a pm egyik oldalarél a masikra az
un. fotociklus soran. A fotociklust idében egymast kovet6, kilénbozdoideig tartd
abszorpciovaltozasok jellemezték. Nevet is kaptak: J, K, L, M, N, O intermediérek
alkotjak a fotociklust.

Karvaly Béla korabban mar bilayer membranokkal foglalkozott. Dancshazyval
szOvetkezve a technikat a BR kutatasra hasznaltak nagyon eredményesen. A
szeparalt pm-et a bilayer membranba épitve és azt megvilagitva elektromos
feszlltséget tudtak mérni, amely jelezte a rendszer muikod6képességét [1].
Ennek birtokaban sikerllt kimutatniuk, hogy a zold fénnyel keltett elektromos
potencialt kék fénnyel csokkenteni lehet [2]. Ez lett az els6 jel arra, hogy az optikai
mérésekbdl mar ismert jelenség, a kék fényhatas rovidre zarja a fotociklust,
azaz megszlnteti a protonok pumpalasat.

A szerz6khoz csatlakozott Ormos Pal is. A kovetkezd uUn. koveté dolgozatban
mar 0 is tarsszerzoként szerepelt [3]. Meg kell emliteni Nagy Karoly munkajat,
amelyben orientalt, szaraz mintan sikertlt fotoelektromos aktivitast mérnie [4].

1977-78-ban érdeklodni kezdtem a BR téma irant. A BR fény hatasara protonokat
pumpal a membran egyik oldalardl a masikra, ezeket vissza kell venni, hogy a
kovetkezo ciklusindulhasson. Tehat a protonok bizonyos ideig szabadon vannak az
oldatban. Azt gondoltam, hogy ekkor megnd az oldat vezetoképessége, aminek az
idofliggése fontos informaciokat adhat. Egy KFKI-s sokcsatornas analizatort mar
beszereztiink, amely idOben is tudta kdvetni az egyes impulzusok amplitudéjat.
A felbontds csak 40 ps volt. Elkezdtem méregetni. Az egyszerliség kedvéért a
bioldgusok altal hasznalt rugalmas csdvekbe szivtam pm szuszpenziodt, két platina
drétot szirtam a cs6be kb. egy cm tavolsagban. Erre fesziltséget kapcsoltam,
majd |ézerrel ravillantottam. Nagyon nagy jelet kaptam, egyaltalan nem olyat,
mint amelyet az elgondolas alapjan vartam. Kézben a KFKI-bdl vettiink egy 0,1
us felbontast mUiszert, amellyel aztan teljesen meglepd jeleket kaptam. Egy Uj
vilag tarult fel elottem...
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Arra gondoltam, hogy a BR-et tartalmaz6é pm-ek talan orientalédnak a kiilsd
elektromos tér hatasara és a mért jel nem mas, mint a protonok fehérjén belili
egyiranyl mozgasa okozta aram. A feladat mar adddott: meg kell nézni van-e
orientacié. Semmit nem tudtam arrdl, hogy kell ilyesmit mérni. Megnéztem
a konyveket és elkezdtem mérni az orientacié okozta optikai valtozasokat.
Megint csak az én egyszeril csévecskéimmel. Csodak csodajara megjelent az
orientacio jele, ahogy az a konyvekben szerepelt. Attértem rendesebb klivettara
és végigtanulmanyoztam a témat [5].

Ko6zben Ormos Pali csatlakozott hozzam és bolcs tanacsara az elektromos jeleket
is klvettaban kezdtilk mérni. A mérés lényege az, hogy az oldatban orientalt
mintaban a lézer impulzus hatdsara mintegy 10'* molekulat gerjesztiink, ennyi
proton mozog egyszerre, egy iranyban, amely kdnnyen mérhetd nagysagu aramot
okoz a kiils6 kdérben. Az aramot idében felbontva kilénb6z6 komponenseket
talaltunk. Ugyanazon a mintan mértiik az optikai jeleket is, amelyek ismert
modon megadjak a fotociklus komponenseit. Az elektromos és az optikai jeleket
osszehasonlitva a jeleket fotociklus atmenetekhez lehetett rendelni. Igy lett az
optikai és az elektromos ciklus egy jelenség, a fotocilus kétféle megnyilvanulasa.
Az elektromos jeleket sikerilt egyenlettel leirni (ebben sokat segitettek a fizikusi
multamban a multiplierekkel szerzett tapasztalataim). Az egyenlet segitségével
a meghataroztuk, hogy a protonok fehérjén bellil az egyes Iépésekben mekkora
tavolsagot tesznek meg.

Az orientaciot egyedul [5], az elektromos jelet Ormos Palival egyttt publikaltam
[6]. Az elektromos jelnek nevet is adtunk: protein electric response signal,
PERS. A PERS terén a masodik cikkiink a laborunkban korabban mar felismert
kék hatas [2] idGbeli felbontasaval foglalkozott. Kimutattuk, hogy a zéld fény
hatdsara elmozduld toltés a kék fény hatasara ugyanakkora tavolsagot tesz meg
a vissza Uton, mint az elére uton [7] A kék hatds id6felbontasat jéval késobb,
mar jobb m(iszerekkel pontositottuk [8, 9].

Megtudtam, hogy régi amerikai baratom, Hans Frauenfelder kapcsolatba
kerllt Walther Stoeckenius-szal, a BR egyik felfedez6jével. Sikerllt Hansszal
megbeszélni, hogy palyazzunk egy harmas National Science Fundation (NSF)
és a Magyar Tudomanyos Akadémia (MTA) kozti egylttm(kodésre. A palyazatot
elfogadta mindkét fél. Ezzel beindult egy kb. 10 évre kiterjedé nagyon sikeres
egylttm(kodés két kivaléo amerikai laboratériummal. Kollégaim és én is sokat
profitaltam a hosszu egylttm(ikodésbdl. A nyolcvanas években csaknem minden
évben néhany hétre Urbanaba és San Franciscéba utaztam. A kapcsolatokra
tamaszkodva megszerveztem egy nemzetkdzi iskolat. Palyazat Gtjan kaptunk
tamogatast az ICRO-tél (International Cell Research Organization), de csak
gyakorlati oktatasra. Tiz gyakorlatot szerveztem, mindegyiket mas kulfoldi
vezetdvel, kivéve persze a PERS gyakorlatot, melyet Ormos Pal vezetett. Ugy
gondolom, hogy akkor mindenki Szegeden tartdézkodott, aki a BR szakmaban
szamitott. Fiatal munkatarsaimnak az iskola sokat segitett, megismerték dket,
tagult 1atékorik. Ilyen tigy addig még nem sikertilt, elzartsagunk oldédott. Még
Izraelbdl és Kinabdl is jottek résztvevok.
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Tanulsagként leszlirtem, hogy ilyen kisebb 6sszejoveteleket érdemes szervezni,
mert rendkivil nagy a hasznuk. Megtorik a zartsag. Ez 1980-ban tortént, de
81-ben és 82-ben is szerveztem meeting-et. Mindig kivald kollégak jottek,
hoztak tudasukat és vitték jo hirlinket. Ilyenekben is kihasznaltam az NSF
nyUjtotta lehet0ségeket, azaz a programban szereplOk koltségeit innen
fedeztlik. Enhez nagyon kellett az SZBK kivald infrastrukturaja, a vendégszobak,
a konyha, a nagyszer( eldadéterem. Hasznaltuk azt, amit rendelkezésre allt.
Kovetkezményképpen kirajzottak az ifjak Amerikaba, ott megalapoztak a
jovojiuket. Mindannyian kivaldan teljesitettek, igazan bliszke lehettem rajuk.

Kozben két ifj munkatarsam lényeges technikai Ujitassal konnyebben kezelhetd
és kicsit mas lehetdségeket nyujtd modszereket fejlesztett ki. Dér Andras az
orientalt membranokat gélben fixalta [10], Vard Gyorgy az orientdlt pm-et
megszaritotta [11-13]. A gél mddszer megalkotasa utan mar alig hasznaltuk
az eredeti szuszpenzidés orientalast és mérést, az orientalt szaraz mintat a
nedvességfliggés alapkérdései utan csaknem mindig technikai problémakhoz
hasznaltuk. Mindkét modszer széles koérben elterjedt mas kutatd csoportoknal is
és sok hivatkozast kapott.

Osszefoglalva: ezekben az évben oly sok cikket ugyan nem irtunk, mint egy
nagy nyugati labor tette volna, de ami megjelent, abban volt |ényeges Ujdonsag.
Az eredmény abban is mérhetd, hogy két cikk irasara is felkértek a Methods
in Enzymology sorozatban [14, 15], valamint egy 0sszefoglalasra a Journal of
Membrane Biology-ban [16].

Feltétlenldl meg kell emliteni a szaraz minta egyik kiemelked6 alkalmazasat.
Groma Gézaval arrdl beszélgettliink, hogy lehet-e mérni a BR elsd elektromos
valaszat a fotociklusban. Optikai mérésekbdl mar tudtuk, hogy pikoszekundum
idorol van szo6. Kellett tehat gyors ps lézer, és elektromos jelet méré mi(iszer.
Nekilink egyik sem volt, csupan a szaraz orientalt minta. Lézert kértlink a Szegedi
Egyetemrdl és egy gyors elektromos jeleket mér6 oszcilloszképot a Mdszaki
Fizikai Kutato IntézettOl. Gézanak sikerlilt a mérés, gondosan kiértékelte és a
Nature-ben megjelentette [17]. Ilyen gyors bioelektromos jelet addig még senki
sem meért.

Valahogy ugy alakult, hogy csoportunk a PERS mérésekkel valt ismertté a
BR kutatok nemzetkozi tarsasagaban. Sok kollégank sok dolgozatot kozolt a
témakdrben. Mindannyit nem emlithetem, de a FEBS Letters-ben megjelent cikk
adatait 6sszegylijtoéttem az irodalomjegyzékben [18-21].

Ormos Pal

Fizikus hallgaté koromban kezdtem a biofizika irant érdeklédni. Diplomamunkamat
az akkor vadonatuj SZBK-ban készitettem, témam bioldgiai modellmembranokon
fotoelektromos effektusok tanulmanyozasa volt. Ez akkor forradalmian Uj dolog
volt, tulajdonképpen ma is kurrens terilet. Témavezetdm Karvaly Béla volt,
0 is nem sokkal korabban lett biofizikus (szegedi optikusbdl), kilondésen jo
intuicidval valasztotta kutatasi tertiletének a membranmodellek (elsGsorban a
BLM - bimolekularis lipid membranmodell) biofizikajat. Nagy szerencsém volt,
hogy csoportjaban kezdddoétt a palyafutasom. Végzés utdn gyakornokként a
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Biofizikai Intézet munkatarsa lettem. Egy évvel korabban kerilt az intézetbe
Dancshazy Zsolt: 6 Moszkvaban végzett a Lomonoszov Egyetemen, témavezet6je
Vlagyimir Szkulacsov, a kivalé orosz bioenergetikus volt, aki nagyon hamar
bekapcsoléodott a bakteriorodopszin fényenergia atalakitd membranfehérje
kutatdsaba. Dancshazy ,importalta” a bekteriorodopszint Szegedre, és Karvaly
Bélaval a bakteriorodopszin protonpumpat sikerilt beépiteniik a BLM-be.
Ez alapvetd eredmény és igen nagy nemzetkdzi siker volt: kvantitativan jol
vizsgalhaté bioenergetikai modellrendszert sikerlt eldallitaniuk — kivalé FEBS
Letters kozelmény sziiletett [1]. Raadasul szinte azonnal felfedeztek egy nagyon
érdekes effektust: a bakteriorodopszin fotokémiai reakcidésorat egy koztestermék
fénnyel vald gerjesztésével jelentdsen modositani lehetett, és ez a protonpumpa
aktivitasat is dontden befolydsolta. EbbdOl is nagyon sikeres cikket irtak,
szintén a FEBS Letters-be [2]. Nagyon érdekes témakorrdl lévén szo, szinte
automatikusan bekapcsolddtam a munkdba, én is a téma mlvel6je lettem. E
kettOs fénygerjesztéses effektust vizsgaltuk részletesebben, kinetikai modellel
sikerilt a jelenséget kvantitativan megmagyaraznom. Ebbdl sziiletett életem els6
kozleménye [3], meglehetdsen sikeres lett, otvennél tébb hivatkozast kapott.
A munka sikeresen folytatédott egy darabig, sziiletett néhany jo kozlemény.
Nemsokara azonban Karvaly Béla csoportja megsz(int, Béla 1980-ban végleg el
is hagyta az orszagot.

Idékozben Keszthelyi Lajos is elkezdett érdeklédni a BR irdnt. Eszrevette,
hogy a bakteriorodopszint tartalmazé bibor membran fragmentumok nagy
permanens elektromos dipélmomentummal rendelkeznek, és ezért elektromos
térrel orientalhatdak, a jelenséget részletesen leirta, értelmezte. Felmerilt,
hogy e rendszeren is lehetne a protonpumpa aktivitasat vizsgalni. Megkérdezte,
lenne-e kedvem vele dolgozni e téman. A kdvetkezd j6 néhany évben ezutan
Keszthelyi Lajos kozvetlen munkatarsa lettem. Evekig egyltt dolgoztunk,
egy laboratériumban kozésen - egymas mellett llve - kisérleteztiink, egyutt
gondolkoztunk a tapasztaltakon, egyltt értelmeztiik az eredményeket, irtuk a
cikkeket, beszélgettiink. Akkor is nagyon élveztem a dolgot, utdlag visszatekintve
akkor valtam igazi kutatéva, életem egyik nagy élménye volt, nagy szerencsém,
hogy részem volt benne.

Arrél nem is beszélve, hogy rogtdn nagyon érdekes eredménylink szlletett:
az orientalt membran szuszpenzion sikerilt nagy idofeloldassal megmérni a
proton pumpalasi folyamat altal eredményezett elektromos jeleket, raadasul,
mivel egyszerre igen sok molekuldan meértlink, abszorpcidkinetikai méréseket
lehetett végezni a fotoelektromos mérésekkel egy id6ben. Kiderllt, hogy a
protonok mozgasa pontosan koveti a BR abszorpciokinetikai Uton jellemzett
reakcidlépéseit, vagyis a proton transzport tokéletesen szinkronizalva van a
fotokémiai reakcidésorhoz. A kisérleti rendszer arra is lehet0séget adott, hogy
meghatarozzuk, mekkora toltésmozgas torténik az egyes lépésekben. Ezt az
eredményt irtuk le a most fészerepl6é kdzleményben [6]. Ez nagyon fontos
eredménynek bizonyult a BR kutatasaban. Természetesen komoly el6relépés volt
a pumpalas mechanizmusanak a megértésében. Az eredmény nagy érdeklodést
keltett, Iényeges hatasa volt tovabbi életemre. Egyrészt e téma folytatasa,
tovabbi kifejtése évekre munkat adott csoportunknak. Ugyanilyen fontosnak
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bizonyult, hogy azonnal komoly tekintélylnk lett a relevans kutatd kdzosségben,
részben e kodzleménynek kdszonhetden is szamos kivald kutatdval kerlltem
munkakapcsolatba, kozeli, sokszor barati viszonyba - bar mar dontéen mas
tertileten dolgozom, e kapcsolatok joé része ma is él.

A targyalt dolgozat altal bemutatott megkozelitési mod igen sok eredményt
hozott a transzportfolyamat részleteir6l, rajunk kivil masok is eredményesen
alkalmaztak. Fontos Ujitasokat értek el munkatarsaink a tovabbfejlesztésben,
ezekrOl Keszthelyi Lajos mar irt. Egy tovabbi munkardl még szdlok, erre
kiléndsen bliszke vagyok: fotoszelekcios eljarast talaltam ki arra, hogyan lehet
a proton mozgasat mindharom dimenzidban leirni. Az eredeti eljarasnak ugyanis
az a korlatja, hogy a fotoelektromos mérésekben a mozgasnak csak a pumpalas
iranyaba mutatdé komponense latszik (ez a bibor membran esetében a membranra
merdleges irany) - egyébként mas rendszereken végzett fotoelektromos
mérésekben is ez a helyzet. A mérést a Dér Andras altal kidolgozott ,géles”
eljarassal [10] - amelyben a bibor membran fragmentumok orientaltan gélben
rogzitve helyezkednek el - Andrassal, Lajossal és mas munkatarsakkal meg
tudtuk valdsitani [22]. A teljes térbeli toltésmozgas ismeretében sokkal jobban
egymashoz lehetett rendelni a téltéselmozduldsokat és a fehérje szerkezetet.
Ezt az egyik legértékesebb cikkiinknek tartom.

Nagyon orilok, hogy szerencsés mddon szé kerlilt most errdl a cikkrdl. Szamos
szempontbdl Iényeges szerepet tolt be az életemben, kutatdi palyam egyik
meghatarozé eseménye, boldog vagyok, hogy leirhattam én is a torténetét.
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Keszthelyi Lajos atomfizikus, biofizikus, akadémikus. Az MTA SZBK
féigazgatodja (1989-1993), az USA-ban vendégprofesszor (1987, 1988, az
MTA KFKI Biofizikai Kutatécsoport vezetbje (1973-1988), az ELTE Fizikai
Intézet egyetemi tanara (1982-t6l). Kisérleti atommadgfizikaval, majd a
nukledris médszerek biofizikai alkalmazasaval foglalkozott. Nevéhez fliz6dik
az els6 magyarorszagi szcintillacios szamlalé berendezés megépitése.
Magyarorszagon el6szér végzett gyorsité mellett magfizikai alapkutatast,
a magreakciokban keletkez6 nagyenergiaju sugarzasokkal tovabbi
magreakciékat hozott létre. Uj eredményeket ért el a kénnyli atommagok gerjesztett allapotai
magneses nyomatékanak mérése terén. Kidolgozta a PIXE (proton indukalt réntgensugarzas)
maodszert, meghonositotta a Méssbauer-spektroszkopiat, az ion-visszaszdrasos spektrometriat,
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a perturbalt szégkorrelacio modszerét a magreakciok, a pozitron-annihilacio maddszerét a
kondenzalt rendszerek vizsgalatara. A biofizika terén a bioldgiai aszimmetria eredete, illetve a
bioenergetika kutatasanak mdiveléje. Eredményeivel jelentésen hozzajarult a bakteriorodopszin

fényenergia-elektromos energia atalakitasi mikddésének megértéséhez. Szamos elismerésben
részesllt, tobbek k6zétt a Széchenyi-dij, a Magyar Tudomanyos Akadémia Aranyérme, a Magyar
Erdemrend Kézépkeresztje a Csillaggal kitiintetés tulajdonosa.

Ormos Pal fizikus, akadémikus, az SZBK f6igazgatdja 2010 éta. Osszesen 6
évet toltott a Department of Physics, University of Illinois, Urbana, Il., USA
egyetemen. FO kutatasi terliletei: fehérjék szerkezetének és miikédésének
kapcsolata, energiaatalakito fehérjék miikédése, optikai mikromanipulacio,
nanobiotechnoldgia, mikrofluidika. Kitlintetései: Széchenyi-dij (2002), Pro
Urbe dij, Szeged (2011). Tudomanyos kézleményeire a szakirodalomban
tébb mint 4000 hivatkozast kapott.
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BESZAMOLO A MAGYAR BIOKEMIAI EGYESULET 2014. EVI
VANDORGYULESEROL

Az MBKE 2014. augusztus 24-27. kozott tartotta meg a Vandorgyl(ilését
Debrecenben, az egyetem Elettudomanyi épiiletében. A konferencia szatellit
programja a FEBS Molekuldris Elettudomanyok Oktatdsi Munkaértekezlete
volt, lasd Dux Laszld beszamolodjat. A korabbiaktol eltéréen a vandorgydlés
angol nyelven kerllt megrendezésre. A konferenciara tébb mint kétszazan
regisztraltak. A mintegy haromnapos program plenaris eldadasokkal kezd6dott,
a Tanko Béla dijjal kitlintetett Venetianer Pal (életm(idij, SZBK) és Nagy Laszlo
(kimagaslé teljesitményért, DE) eléadasait Wilbert Zwart (NKI, Amszerdam)
prezentacidja kovette. A nyitdnap zarasaként a Bio-Science dijas Takats
Szabolcs (ELTE) adott el6. A tudomanyos el6addasok a membranbiokémia;
genomika és epigenetika; sejthalal és differenciacié; omikak, lipidomika és
proteomika; 6ssejtek; genomszerkezet, funkcid és fenntartas; poszttranszlaciés
maodositasok; biokrisztallografia és szerkezeti bioldgia; biokémiai farmakoldgia;
patobiokémia és organellum biokémia szekciékban parhuzamosan zajlottak.
Osszességében tdbb mint hetven eladas hangzott el, a szekcidk parhuzamos
lebonyolitasa lehetdvé tette szamos fiatal kolléga bemutatkozasat is. A legjobb
fiatal eldaddk, Pomozi Viola (I), Nagy Gergely (II) és Lontay Beata (III) a
Sigma-Aldrich Kft dijait vehették at. Plenaris szekcioban adtak el6 az MBKE
2013. illetve 2014. évi publikacids dijazottjai, Sarléos Kata (ELTE) és Rodna
Gergely (TTK). Az MBKE éves kozgylilése is a konferencia keretében kerilt
megrendezésre. Az eldadasok mellett 65 poszter is bemutatasra kertilt, hdrom
poszter bemutatdja, Batori Robert (1), Mérocz Ménika (II) és Fodor Tamas (III)
az UD-Genomed dijait vehette at. A konferencia sikeres megrendezését husz
kiallité cég jelenléte is segitette.

A tudomanyos programok mellett sor kerilt a Bio-Science altal szponzoralt
borkostolasra, az egyetem patinas f6épllete el6tti grillpartira, valamint
ellatogattunk a Fratertanyarais, ahol folklor mlsor is szolgalta a kikapcsolddast.

A szervezdbizottsag nevében koszondm a résztvevoknek, hogy egy
tudomanyosan magas szint(i, izgalmas konferenciat rendezhettlink.

TOzsér Jozsef
a konferencia foszervezéje
DE Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet
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Sigma dijazottak

UD GenoMed 1. dij
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I KONFERENCIA BESZAMOLOK FEBS oktatasi munkaértekezlet

OSSZEFOGLALO A ,,WORKSHOP ON MOLECULAR MEDICINE
AND LIFE SCIENCE EDUCATION” CEIMMEL MEGRENDEZETT
ELSO MAGYARORSZAGI )
FEBS OKTATASI MUNKAERTEKEZLETROL

2014. augusztus 24-25-én zajlott le a Debreceni Egyetem Elettudomanyi
éplletében az els6 magyarorszagi FEBS oktatasi munkaértekezlet ,,Workshop
on Molecular Medicine and Life Science Education” cimmel. A rendezvény
megvaldsitdsat a FEBS Education Committee és a TAMOP 4.1.1.C-13/1/KONV:
LAz élettudomanyi-klinikai felsboktatas gyakorlatorientalt és hallgatobarat
korszerlisitése a vidéki képzbhelyek nemzetkézi versenyképességének
erbsitésére” ciml palyazat tdmogatta. Az 58 regisztralt résztvevo, tobbségében
fiatal oktatd, PhD hallgatd, demonstrator jol reprezentdlta a hazai biokémia,
molekularis medicina oktatdi utanpotlasat.

Vendégeldaddként részt vett a rendezvényen Gil Giner Akdogan porfesszor
aszony, a FEBS Education Committe elndke, valamint Mathias Sprinzl professzor
a bayreuthi egyetem tanara.

Az els6 napon eldadasok hangzottak el a,,problem based” biokémia oktatas izmiri,
szegedi és manchesteri tapasztalatairdl. Kiscsoportos foglakozasok keretében a
résztvevok maguk is kiprobalhattak probléma-megoldasi készségiket a szegedi
orvoskar Biokémiai Intézet oktatoi, Gorbe Anikd és Keresztes Margit iranyitasaval.

A masodik nap bevezetd el6adasaban Mathias Sprinzl professzor a tudomanyos
kozlemények elkészitésének fontosabb szempontjait tekintette at. Ezt kovetben
egy valddi ,hungarikum”, a tudomanyos didkkori mozgalom mikodését mutattak
be hazai egyetemek tudomanyos didkkori vezetdi: Csont Tamas (Szeged), Kovacs
Mihaly (ELTE), Erd6di Ferenc (Debrecen), Gallyas Ferenc (Pécs).

A FEBS Education Committe elndke, Gill Glner professzor irigylésre méltd
sikertorténetnek nevezte az egyetemi hallgatok bevondsat a magyarorszagi
tudomanyos kutatasokba, egyuttal kezdeményezte, hogy a 2015. évi berlini FEBS
kongresszus oktatasi szekcidja a hallgatéi kutatdmunkat valassza témajaul.

Dux Laszlo
MBKE-FEBS Education Committee 6sszekoto
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Expe

FEBS Educati
(A potential EU™
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BESZAMOLO A ,,DANUBE SCIENTIFIC CONFERENCES ON
EPIGENETICS” RENDEZVENYROL

DANUBE SCIENTIFIC CONFERENCES ON
EPIGENETICS

2014. november 19-21. kozbdtt az MBKE égisze alatt Budapesten kerilt
megrendezésre a Danube Scientific Conference on Epigenetics c. tudomanyos
konferencia, amely betekintést adott az epigenetika, e robbandasszerien fejl6do
tudomanydg legfontosabb témaiba. Az epigenetikai kutatasok azt vizsgaljak, hogy
milyen mechanizmusok altal 6roklédik (vagy sem) egy meglévo gén informacidja
egyik generacidébol a masikba. A konferencian az el6addk és a hallgatdsag olyan
kérdésekre keresték a valaszokat, milyen epigenetikai vonatkozasai vannak a
transzkripcios szabalyozasnak, milyen szerepe, hatasa van az epigenetikanak az
anyagcsere, az embrionalis fejl6dés és a cirkadian ritmus szabalyozasaban.

Mind a Tudomanyos Szervez6 Bizottsag, mind a meghivott el6addk a téma
vilagszerte elismert szakértdi, akik fontosnak tartjdk eredményeik megosztasat
az érdekl6do nem szakmabeliekkel is. A transzkripcié szabalyozas és epigenetikai
mechanizmusok szakterlletek vezetd képviseldi jottek el Budapestre, sokan
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kozulik kalfoldon él6 magyar kutatok. A Gellért Hotelben megrendezett nyitd
diszel6adas és galavacsora utan a konferencia két napos programjanak a Magyar
Tudomanyos Akadémia Uj, Duna-parti Természettudomanyi Kutatdkdzpontja
adott helyet.

A szervezObizottsag tagjain, valamint a meghivott 15 el6addn tul a rendezvényre
55 szenior é€s 80 junior kutaté regisztralt szerte Eurdpabdl, de érkeztek résztvevok
az Egyesilt Allamokbdl és Izraelbdl is, 6sszesen 17 orszagbdl. El6addénak
7 ERC grant-tal rendelkez6 kutatot, illetve 7 EMBO tagot vagy EMBO Young
Investigator-t sikerilt felkérni. A résztvevok 60%-a magyar intézményekbdl
érkezett. Az epigenetikaban érdekelt kutatdk részérdl 80 absztrakt illetve
poszter kerilt beklildésre és kiallitasra. A bekildott absztraktok alapjan minden
szekcidba bevalasztasra kertltek tovabbi eldadasok, valamint sor kerlt a legjobb
el6adas (Pankotai Tibor) és a legjobb poszterek dijanak atadasara (Bartfai
Richard, Federica Gilardi, Zsindely Nora). A tudomanyos program a résztvevok
értékelése szerint megfelel6en valtozatos és eredeti. A konferencia résztvevdi az
el6adasok szlinetében megismerhették a kiallitd szponzor cégek! termékeit és
szolgaltatasait.

A konferenciasorozat kdvetkezd allomasaként a tervek szerint 2016 oktoberében
kerll ismét sor nemzetkozi taldlkozéra. Az egylttmikodés fenntartdsa és
kiszélesitése érdekében a Szervezl Bizottsag kezdeményezi az MBKE keretén
belll Epigenetikai Szakosztaly |étrehozasat.

Tudomanyos Szervezo Bizottsag:

Wendy Bickmore (MRC University of Edinburgh, UK),

Boros Imre (MTA SZBK és Szegedi Egyetem),

Nagy Laszld (Debreceni Egyetem ill. Sanford Burnham, FL, USA),
Székvolgyi Lorant (Debreceni Egyetem),

Iannis Talianidis (Fleming Institute, Gorégorszag),

Tora Laszlé (IGBMC, Franciaorszag)

Meghivott eléadok (a Tudomanyos Szervezb Bizottsag tagjain tul):

Paolo Sassone-Corsi (University of California, Irvine, USA)

Ido Amit (Weizmann Institute, Rehovot, Israel)

Aranyi Tamas (MTA TTK)

Balint Balint Laszl6 (Debreceni Egyetem)

Maxime Dahan (Centre National de la Recherche Scientifique France;

Institut Curie, Centre National de la Recherche Scientifique, Universite Pierre et
Marie Curie-Paris, France)

! Roche, Diagenode, Gen€eTiCA, UD-GenoMed Kft., Active Motif, Biotech Europe, Life Technologies,
Kvalitex, FrancelLab, Bio-Science Kft., Biocenter Kft., Izinta Kft., LarkBio Kft., TS Labor Kft.,
Sigma Aldrich.
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Petra Hajkova (Imperial College London, U.K.)

Frank Holstege (University Medical Center Utrecht, The Netherlands)

Brian McStay (National University of Ireland, Galway, Ireland)

Ana Pombo (Imperial College London, United Kingdom)

Claire Rougeulle (Université Paris Diderot; Sorbonne Paris Cité; Paris, France)
Rickard Sandberg (Ludwig Institute for Cancer Research and Karolinska
Institutet, Stockholm, Sweden)

Pier Lorenzo Puri (Sandford Burham Medical Research Institute, USA)
Robert Schneider (Institute of Genetics and Molecular and Cellular Biology
(IGBMC), Strasbourg, France)

Dirk Schubeler (Friedrich Miescher Institute for Biomedical Research, Basel,
Switzerland)

Erica D. Watson (University of Cambridge, United Kingdom)

A konferencia honlapja:

http://danube-epigenetics. weebly.com/

Aranyi Tamas és Balint Balint Laszlo
szervezok nevében

Petrucz Anita Brigitta
DEBRECENI EGYETEM AOK
Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet
Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltaté Laboratorium
http://genomics.med.unideb.hu/
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AFEBS
w B A wEMBO

Paris 2014 hosted by SFBBM
30 August —4 September

,,SOUS LE CIEL DE PARIS”
FEBS-EMBO 2014 KONFERENCIA:
KOzZOS EVFORDULOK UNNEPLESE

Az MBKE ,anyaszervezete”, a FEBS idén Unnepelte 50 éves szilletésnapjat. Az
1964-es alapitdé tagok soraban mar ott szerepeltliink (akkor Magyar Biokémiai
Tarsasag néven). Azota hagyomannya valtak a FEBS éves nagy konferenciai,
mint a nemzetkozi biokémiai és molekularis sejtbioldgiai kutatdsok kiemelkedd
seregszemléi. Az idei jubileum meglnneplésének kilon méltd keretet adott,
hogy a Parizsban, 2014. augusztus 30. - szeptember 4. kozétt megvaldsuld
konferenciat a FEBS egyltt szervezte az EMBO-val, az eurdpai szintér masik
jelentds molekularis bioldgiai intézményi szerepl6jével, amely szintén idén lett
50 éves. A szervez06 hazigazda, a Francia Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Tarsasag (SFBBM) pedig fennallasanak kerek 100. évforduldjat Gnnepelte a
konferencian.

Egységben az erd - és valdoban, az egyltt szervezett konferencia sziporkazo
sokszinlsége példaként szolgalhat a kovetkezd évekre is. A két nyitd el6adasban,
melyeket Catherine Dulac és Svante Paabo tartottak, kivaléan felépitett
osszefoglalokat hallhattunk a neuronalis haldézatok molekularis felépitésérdl,
valamint az emberi evollcio Iépéseirdl és neandervélgyi genomikai 6rokséginkrol.
A konferencia tovabbi napjai déleléttonként 9-11 h kozott parhuzamos
szekciokat kinaltak (6sszesen 33 szekcidban), délutan pedig plenaris szekcidkat
és eldadasokat. A parhuzamos szekciok lefedték a kurrens ,forrd” terlileteket, és
a meghivott eléaddok mellett a beklldott absztraktokbdl is kivalasztasra kerlltek
rovid szobeli eldadasok. A plenaris szekciokban a dijazott nagyel6adasok mellett
helyet kapott négy kiemelt szekcid is (az epigenetika, a rendszerbioldgia, az
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immunoldgia és a sejtbioldgiai plaszticitds témakdreiben). A poszter szekcidkra
sok figyelem jutott: egyrészt a programban igyekeztek kell6 id6t biztositani a
rengeteg poszter megtekintésére, masrészt minden nap poszter-dijak kiosztasara
kerllt sor (a poszterek értékelését szakért6i zslirik végezték, a dijakat a FEBS
és az EMBO folydiratai, valamint a Nucleic Acids Research folydirat biztositotta).
A dijazott poszterek az egyes folydiratok standjain kiemelt helyre keriltek, és
ezekbdl a végso gyoOztesek is kivalasztasra kerlltek. A konferenciat hagyomanyos
maddon megeldzte a Young Scientist’s Forum, a fiatal kutatok bemutatkozasanak
szentelt alkalom - idén is a FEBS szinte minden tagallamabdl nyertek 6sztondijat
a fiatalok erre a forumra.

A FEBS-EMBO konferencia sok figyelmet forditott oktatasi kérdésekre: a FEBS
Education Committee két workshop-otis szervezett. Tovabbi szekcidk foglalkoztak
a nok szerepével a tudomanyban és a tudomanynak a tarsadalomban betoltott
lényegi jelentOségével és lehetdségeivel.

A nyité fogadas, a FEBS 50. évforduldjat innepl6 galavacsora és a konferencia
bankett rendezvényei méltd alkalmakat szolgaltattak barati beszélgetésekre,
meglévd egylttmikodések erdsitésére és Ujak szervezésére. Mindehhez Parizs
kék ege (néha ugyan felhOkkel és esdvel tarkitva) nyujtott paratlan diszletet, a
sanzonok, katedralisok, kavéhazak egyvelegében, a magyar koltok, irdk, festok
emlékeivel tarsitva, Ady Bakonyaban.

Vértessy G. Beata
MTA TTK és BME VBK
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Molekularis Elettudomanyi Konferencia
2015. madrcius 27-29. | Hotel Eger-Park

Tisztelt Kollégank!

A Magvar Biokémiai Egyesiilet (MBKE), a Magvar Genetikusok Egvyesiilete (MAGE) és
a Sejt- és Fejlodésbiologiai Szakosztaly, a 2013-as sikerre valo tekintettel masodik izben
tartja meg k6z0s konferencidjat (2015. marcius 27-29., Eger),

wHungarian Molecular Life Sciences 2015
(Molekularis Elettudomanyi Konferencia 2015)”

cimmel.

A harom nagy multd, rokon szakteriiletek kutatdit 6sszefogo egyesiilet 2013-ban hozta Iétre a
legnagyobb hazai élettudomanyi konferencidt, melyet elhatdrozasunk szerint kétévente, igy
2015-ben is megszerveziink. Felsdoktatasi intézményekbdl, Magyar Tudomanyos Akadémia,
valamint a minisztériumok altal fenntartott kutatdintézetekbdl, mintegy négyszaz kutato
részvételére szamitunk. Az egyesitett konferencia mindharom egyesiilet hagyomanyait
folytatni kivanja, igy a rendezvény a XI. Magyar Genetikai Kongresszus, a XVIII. Sejt- ¢s
Fejlodésbioldgiai Napok, valamint a Magyar Biokémiai egyesiilet 2015-0s évi vandorgytilése
is lesz egyben. A 2013-as els6 Magyarorszagi Molekularis Biologiai Konferencia sikere
bizonyitotta, hogy a kozos szervezés a hazai ¢€lettudomanyi konferencidk torténetében uj
mindséget hozhat Iétre. A 2015-0s konferencia célja férumot teremteni a klasszikus és
molekularis biokémia és sejtbiologia a szerkezetbiologia, a fejlodésbiologia, a klasszikus
és molekularis genetika, az emberi betegségek molekularis biologiaja, a
rendszerbiologia, a szintetikus biologia, a genomika és a bioinformatika teriiletén dolgozo
kutatok szamara.

Alkoto szellemi, a szakmai megbeszéléseket kozpontba allitd, barati hangulat, de egyben
elegdns kongresszust kivanunk szervezni, ahol régi ismerd0sok talalkozhatnak, és uj
munkakapcsolatok sziilethetnek. A konferenciankat a minden igényt kielégitd egri, Hotel
Eger-Park konferenciakézpontban rendezziilk meg. A helyszint ugy valasztottuk, hogy az
eléadd termek és a poszter kiallitdsok, valamint a cégek kiallitdsai az éttermekkel és a
szallodai szobakkal egy épiiletegyiittesben helyezkedjenek el, ahol bdségesen vannak szakmai
megbeszélésre alkalmas kozosségi terek, valamint kikapcsolodast szolgalo 1étesitmények is.
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FELHIVAS

A Biokémia folydirat szerkesztObizottsaga fontosnak tartja, hogy
az MBKE tagjai értesliljenek tagtarsaik kiemelkedé tudomanyos
kozleményeirdl. Ezért a korabbi években kodzolt publikacios listak

folytatasaként kérjik, hogy ktildjék be:

a 2014-ban a FEBS Letters, FEBS Journal, TIBS, IUBMB Life,
FASEB J. ijsagokban megjelent, valamint IF > 5 (a 2012-
es SCI szerinti) cikkek listajat. A listat a Biokémia marciusi

szamaban tessziik kozzeé.

Bekiildési hatarido:

2015. februar 15.

A listat Sziics Maria foszerkesztonek kérjiik bekiildeni a
szucs.maria@brc.mta.hu e-mail cimre.
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I FELHIVASOK A Bio-Science Kft. palyazati felhivasa

PALYAZATI FELHIVAS!

A Magyar Biokémiai Egyesilettel egylttmiikodve

a BIO-SCIENCE Kft. palyazatot hirdet

a 2014. évben, nemzetkodzi folydiratban megjelent!, molekularis bioldgiai
témaju kdzlemény szerz6je/szerzoi részére.

Palyazatot nyujthatnak be az MBKE tagjai és tagjeldltjei2. A 35 év alatti
palyazék az elbirdlas soran eldonyben részestlilnek. A palyazatokat a Magyar

Biokémiai Egyeslilet elismert szakemberekbdl allé bizottsaga birdlja el.

A palyazat dija brutto
500.000.-Ft

Az 6sszeg felhasznalhat6 a BIO-SCIENCE Kft. altal forgalmazott termékekre és

a 2015. évi Molekularis Elettudomanyi Konferencian (Hungarian Molecular Life

Sciences Conference (Eger, 2015. marcius 27-29.)) vald részvétel koltségeinek
(regisztracio+szallaskoltség) fedezésére.

A nyertes palyazé eredményeit szébeli eléadasban ismerteti a 2015. évi
Molekularis Elettudomanyi Konferencian.

El6nyben részeslilnek azok a munkak, amelyek dontéen hazai tudomanyos
muhelyekben késziltek.

A palyazatokat (a folydiratban megjelent cikk pdf file-jat)
a Magyar Biokémiai Egyesilet Titkdrsagara kérjik beklldeni, az
mbke@med.unideb.hu e-mail cimre.

Bekiildési hatarido:
2015. januar 25.
Az eredményrol a palyazékat 2015. februar 11-ig
értesitjiik.
lon-line megjelenés is elfogadhato

2Az MBKE tagjeldltje az a személy, aki a belépési nyilatkozatot kitdltve
eljuttatta az MBKE-nek és befizette a tagdijat.
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Kedves Tagtarsak,

Ismét felhivjuk a figyelmet a MBKE honlap Forumara (www.mbkegy.hu),
amelyen Iényegesen egyszer(ibb lett az interaktiv véleménynyilvanitas. Az OTKA-

val kapcsolatos vélemények is megjelentek rajta az Elet és Irodalombdl.

Udvdzlettel,

Maksay Gabor
Forum rovatfelel6s
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ALAPITVANY A TUDOMANYOS SZEMESZETERT

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 kutatomunka, 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 beérkezo palyazatokat a Kuratorium elbirdlja és 2015-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 2015. 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 Szemészetért
Kuratdérium elndke
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Alakzat repiilés

Alakzat repiilés

Vorosgem

Vorosgém
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Gyilkos-to6
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Ne légy aldozat
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Tengelre

Széncinege II. Tengelic

Prof. Dr. Toth Csaba 1964-ben végzett a Szegedi Orvostudomanyi
Egyetemen. Sebészetbdl és uroldgiabdl szerzett szakorvosi képesitést. 1980-
ban lett kandidatus (PhD) és megalapitotta Szentesen az uroldgiai osztalyt.
1984-ben hazankban els6ként megvaldsitotta az endoscopos vesesebészetet.
Ezt az Uj mdédszert meghivasra szamos klilféldi - eurépai és Eurdpan kiviili -
orszagban is terjesztette. 1991-t6l az orvostudomany (MTA) doktora. 1995-
tél 2006-ig a Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Uroldgiai Klinikajanak
igazgaté egyetemi tanara, majd 2011-ig egyetemi tanarként a klinika
Veseké Kozpontjanak igazgatdja. 2011-t6l Professor Emeritus. Tébbek kézétt
megkapta a ,Magyar Kéztarsasagi Erdemrend Tisztikeresztje” kitiintetést,
2014-ben ,Hatvani Istvan dijat” kapott.

Gyermekkora Ota fotézik. Hét szakmai kényvét sajit felvételeivel tette szemléletesebbé. Ot
- nem szakmai - fotéalbuma jelent meg, 39 varosban volt 6nallé, 17 helyen pedig csoportos
kiadllitasa. Orszagos fotopalyazatokon rangos helyezéseket nyert. Tobb folydiratot, naptarakat
illusztralnak fotdi. Képeivel tobb kulféldi kidllitason is szerepelt. Fotografiai tevékenységéért
»Holl6 LaszId-dijjal” tiintették ki. Tovabbi fotdk a kévetkez6 honlapon tekintheték meg:
http://www.proftothcsaba.or
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