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Kitiintetések, dijak

AZ MBKE TAGJAINAK ELISMERESEI
2020. SZEPTEMBER 15. ES 2020. DECEMBER 15.
KOZOTT

A Magyar Tudomanyos Akadémia tudomanyos osztalyainak vezeto
tisztségeibe a 2020-2023-as akadémiai ciklusra az MBKE tagjai kozll a
kovetkezok kerliltek megvalasztasra:

Adam Veronika (akadémikus, Semmelwies Egyetem), Orvosi
Tudomanyok Osztdlya, osztalyelnok,

Buday Laszl6 (akadémikus, az MBKE elnoke, MTA TTK Enzimoldgia
Intézet), Bioldgiai Tudomanyok Osztdlya, osztalyelndk-helyettes.

Hagyomanyosan Bolyai-plakettel és emléklappal dijazzak azokat a korabbi
osztondijasokat, akik a legkivalébb beszamoldkat nyujtjak be a tamogatas
keretében végzett kutatasaikrdl. A 184 zardjelentést benyljté 6sztdndijas kozl
14 fonek itélték oda a Bolyai-plakettet és 80-an kaptak Bolyai-emléklapot.

MTA Bolyai-plakett kitlintetésben részeslilt Kintses Balint (Szegedi Bioldgiai
Kutatokozpont).

Bolyai-emléklapot kapott:
Kereszturi Eva (Semmelweis Egyetem),
Kintses Balint (Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont),

Vas Virag (Természettudomanyi Kutatékdzpont).

Gratulalunk a kitiintetetteknek!
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I HAZAI TUDOMANYOS MUHELYEK Bodai LaszIé

EPIGENETIKAI JELENSEGEK ES NEURODEGENERACIO
VIZSGALATA AZ SZTE BIOKEMIAI ES MOLEKULARIS
BIOLOGIAI TANSZEKEN

Bodai LaszIo
Szegedi Tudomanyegyetem, TTIK,
Biokémiai és Molekularis Biologiai Tanszék

e-mail: bodai@bio.u-szeged.hu

A Szegedi Tudomanyegyetem (SZTE) Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
tanszékén Bodai Laszlé vezetésével m(ikodo kutatdcsoport érdeklodési terlilete
elsésorban kromatinbioldgiai jelenségek, valamint neurodegenerativ folyamatok
molekularis bioldgiai hatterének vizsgalatara terjed ki. Bodai Laszl6 1997-ben az
akkori Jézsef Attila Tudomanyegyetemen (JATE, Szeged) szerzett molekularis
bioldgus és biotechnoldgus agazatu bioldogus diplomat. 1997. és 2000. kdzott
doktori képzésben vett részt a JATE Genetikai Tanszékén Dr. Mardy Péter
témavezetésével, majd az 0sztondij lejarta utan két évet toltott Dr. J. Lawrence
(Larry) Marsh laboratériumaban a University of California, Irvine (UCI) Fejlodés-
és Sejtbioldgiai Tanszékén. Ez utdobbi helyen végzett munkdjan alapult PhD
disszertacidéja, amelyet 2004-ben védett meg az SZTE-n. Ezt kdvetden Szege-
den Dr. Boros Imre, illetve Irvine-ban Larry Marsh laboratériumaban toltott
posztdoktori évek utan az SZTE TTIK Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Tanszékén fogott ©6nalld kutatdcsoport kialakitdsaba. 2014-ben az SZTE-n
habilitalt bioldgia tudomanybdl, ahol azéta egyetemi docens (2018-t6l tanszék-
vezetd) beosztasban dolgozik. E kezdeti ismertetd utan szakitanék caesari,
harmadik személyben valé targyalastol.

A laboratérium alapitasa 2008-ra tehetd (a bizonytalansag nem véletlen - az
SZTE-n formalisan nincsenek a tanszékeknél kisebb m(ikédési egységek, igy a
kutatécsoport ,hivatalosan” jelenleg sem létezik), amikor OTKA PD palyazati
tamogatassal 6nallé kutatasi programot tudtam inditani. A csoport kutatasi
profiljdnak - epigenetikai jelenségek és neurodegeneracid patomechanizmusa-
inak vizsgalata Drosophila melanogaster modellben - kialakulasahoz vezetd ut
azonban mar szakdolgozé koromban megkezd6doétt, amikor Dr. Gausz Janos
irdnyitasaval a Drosophila GAGA faktor kromatin szabdlyozd faktorral, valamint
a Bithorax complex nev( homeotikus génkomplex egyes cisz-szabalyozé
elemeivel kdlcsdnhatdé gének vizsgalataban és azonositasaban vettem részt. A
labor profiljanak neurodegenerativ folyamatok vizsgalataval kapcsolatos aga a
UCI-on toltott fiatal kutatdi és posztdoktori években gydkerezik. Larry Marsh
BIOKEMIA
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I HAZAI TUDOMANYOS MUHELYEK Bodai LaszIé

laboratériumaban az odakerilésem el6tti években hoztak létre a Huntington kor
(HD) modellezésére hasznalhaté Drosophila torzseket, amelyek vizsgalataba
aztan én is bekapcsoldédtam. Ezen kutatasok soran - tobbek k6zott - a betegség
modellre hatd epigenetikai faktorokat is vizsgaltunk és el6szor mutattuk ki HD
allat modellben, hogy hiszton deacetildz enzimek gatldsaval a patoldgias
folyamatok enyhithetéek [1].

Szegedi laboratériumunk els6 kutatasi projektjében génaktivaciot kisérd hiszton
poszttranszlaciés modositasok (PTM) jellemzését tliztlik ki célul, modellként az
ekdizon vedlési hormon indukalta korai géneken bekodvetkezd kromatin szint(
valtozasokat vizsgaltuk. A kromatinnak - a genom sejtmagban taladlhaté funk-
ciondlis formdjanak - az alapvetd épité egységei a heterooktamer hiszton
fehérje magbdl és az erre tekert DNS-bdl alld nukleoszomak. A kromatin e
legalapvetObb szintjének moddositasai, igy a nukleoszémak pozicionaldsa, a
hiszton fehérjék PTM-ai, hiszton variansok cseréje a nukleoszémaban szaba-
lyozé szerepet toltenek be a génkifejez6dés soran. Vizsgalataink soran
kimutattuk, hogy egyes ekdizon indukalta korai gének promoéterein a gének
aktivaciéjakor a H3 hiszton K23 lizinjének (H3K23) acetilacidja fokozddik,
amelyért a Drosophila CREB-Binding Protein (dCBP) hiszton acetiltranszferaz
felelds [2]. Tovabbi kromatinbioldgiai kutatdsaink soran vizsgaltuk hiszton
modositd enzimek, valamint hiszton varidnsok funkcidit is. Az egyik vizsga-
lataink targyat képez6 ilyen enzim a Hatl, amely egy konzervalt, Un. B-tipusu,
citoplazmatikus hiszton acetiltranszferaz. Bar vizsgalataink szerint ez az enzim
kizardlagosan felel6s az Ujonnan szintetizalt H4 hisztonokra jellemz6 K5K12
diacetilaciés mintazatért Drosophila embridkban, hianya csak kismérték(
életképesség csokkenéshez vezet. Hatl null mutans embridokban nagyszamu
(tobb mint 2100) gén mutatott transzkripcids szint valtozast, minek okaként az
enzim altal katalizalt mddositdsok hidnyaban az egyedfejlédési transzkripcids
programban beallé6 megcsuiszas tudhatd be [3]. A H4 hiszton egy varidnsanak,
a hiszton génklaszteren kivil kédolt, de a H4-gyel azonos aminosav sorrend(
His4r-nek a funkcidjat is vizsgaltuk. A His4r - mely a Hatl-hez hasonldan
ugyancsak nem bizonyult az életképesség szempontjabdl esszencialisnak -
egyes hosokk gének esetében befolyasolja transzkripcidés aktivitasukat és a
szabalyozd régiodikon kialakuld kromatin szerkezetet.

A neurodegeneraciés folyamatok molekularis biolégiai alapjainak vizsgalatat
elsésorban a Huntington kér Drosophila modelljében végezziik. A Huntington kor
egy végzetes kovetkezményekkel jaré, dominans modon 6rokl6dé neurodege-
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nerativ megbetegedés, amelyet a huntingtin (HTT) gén els6 exonjaban talalhato
polimorf CAG trinukleotid ismétlddés meghosszabboddsa [4] és ennek
eredményeként a mutans Htt fehérjében kialakulé, aggregaciora hajlamos
hosszu poliglutamin (polyQ) ismétlédés valt ki. Jelenleg tovabbi nyolc hasonld,
kivaltott neurodegenerativ megbetegedést tartanak szamon. Bar a HD-nél
vannak joval gyakrabban el6forduld, idegsejt pusztulassal jaréo megbetegedések
is, mint pl. az Alzheimer- és a Parkinson-kér, ezek gyenge genetikai
meghatarozottsaga miatt nehéz megfeleléen megalapozott (valid) allatmodel-
leket |étrehozni. Ezzel szemben HD esetében - annak monogénes domindns
volta miatt - genetikailag megalapozott allatmodellek széles kore all
rendelkezésre, amelyek segitségével a betegség patomechanizmusainak felta-
rasaban elért eredményekre alapozva szoktak a Huntington kért esetenként ,a
leggydgyithatdbb gyodgyithatatlan idegrendszeri megbetegedés”-nek nevezni.
Kisérleteinkben jellemzden a betegség un. ,exon 1”-es Drosophila modelljeit
alkalmazzuk, melyek patoldgids hosszusagu polyQ domént kdédold human HTT
els6 exonjanak idegsejt specifikus expressziéjan alapszanak. Vizsgalataink
soran leginkdbb a HD-ban megfigyelhetl transzkripcionalis zavar hatterében allé
epigenetikai jelenségek részletesebb megértésére toreksziink, de az évek soran
a patomechanizmus egyes mas 0sszeteviit is tanulmanyoztuk. Feltételezésiink
szerint a betegségben megfigyelhet6 transzkripcids zavarért és egyes ezen
alapuld jellemz6 tiinetekért, mint pl. a Drosophila modelliinkben is megfigyelt
cirkadian gének transzkripcids aktivitas valtozasaval egyitt jaré alvaszavarért
[5] a kromatin szerkezet hibas mddositasai felel6sek. A betegségre hatd
kromatin mddositd faktorokat vizsgalva kimutattuk, hogy a korabban jellemzett
hiszton deacetildzok mellett egyes hiszton acetiltranszferdzok mutacioi is
modositd hatdssal birnak a mutans Htt kivaltotta fenotipusokra: mig a Pcaf/
dGcen5 acetiltranszferaz csokkent mennyisége sulyosbitja [6], a Hatl részleges
hidnya csokkenti a neurodegeneracié mértékét [3]. Hiszton metiltranszfe-
razokkal és demetilazokkal végzett genetikai interakcidos vizsgalatokkal
kimutattuk, hogy a fakultativ heterokromatin kialakitasaban kulcsfontossagu
H3K27-es lizin metildltsagi allapotat befolydsold faktorok specifikus hatassal
birnak a mutdns Htt kivaltotta fenotipusokra. Igy a Utx trimetilalt-H3K27
specifikus demetilaz szintjének genetikai vagy farmakoldgiai modszerrel torténd
csOkkentése visszaszoritja a neurodegeneracié mértékét és a mutans Htt
aggregatumok mennyiségét [7]. A fenti mddszerekkel azonositott hatasu
hiszton mddositdé enzimek célpontjait keresve H3 és H4 hisztonok N-terminalis
farki régidéjaban taldlhatd lizin aminosav-maradékok poszt-transzlacids
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modositasainak szerepét PTM mimikdld pontmutans hiszton transzgének
segitségével vizsgaltuk. Mind a két hisztonon sikerilt olyan pozicidékat
azonositanunk, amelyek kritikusnak tlinnek a HD patogenezise szempontjabdl.
A kromatin kézpontu vizsgalatok mellett jelenleg olyan, a mutans Htt kivaltotta
patolégias folyamatokra haté vagy az altal érintett tovabbi faktorokat és
folyamatokat tanulmanyozunk, mint a protein deubiquitinazok, illetve a miRNS
diszregulacié szerepe.

1. abra. A kutatécsoport a 2020. 6szi pandémia idején. Balrdl jobbra: Sidgi Fruzsina (PhD
Hallgatd), Farkas Anita (PhD hallgatd), Farago Anik¢ (tudomanyos segédmunkatars), Dr. Bodai
Laszlé (egyetemi docens), Nagy Gabor (tanszéki mérndk), Szalai Szilvia (asszisztens), Krisztin-
Németh Alexandra (szakdolgozd), Bodrogi Andrea (szakdolgozd), Dr. Zsindely Ndra (tudo-
manyos munkatars).

A laboratérium kutatdsi profiljanak egy tovabbi meghatdrozé elemét adjak a
genomikai és funkciondlis genomikai kutatasok. A Biokémiai és Molekularis
Bioldgiai Tanszékre 2013 végén, Dr. Boros Imre tanszékvezet6sége idején keriilt
HURO palyazati forrasbdl egy Illumina MiSeq Uj-generaciés DNS szekvenald
(NGS) berendezés. Erre a szekvenatorra és a hozza kapcsolodd kiegészitd
berendezésekre alapozva alakitottuk ki a tanszéken a genomikai laboratériumot,
amelynek vezetdi, mikoddtetdi feladatait jdmagam lattam és latom el. A kezdeti
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1-2 évben a labor egyszemélyes formaban miikodoétt, majd sorra kapcsolédtak
be a munkaba olyan fiatal munkatarsak, akik aztan jartassagot szereztek az NGS
alapu genomikai és transzkriptomikai vizsgalatokban. Kozulik Dr. Zsindely Nora
és Faragd Aniké a kilénb6z6 minta preparalasi és kdnyvtar készitési eljarasokra,
Nagy Gabor a bioinformatikai analizisre specializalédtak. Ez a csapat az elmult
évek soran jelentds tapasztalatokat szerzett kilonféle genomikai (virus,
baktérium és gomba genom meghatdarozas, varians analizis) [8-12],
transzkriptomikai (mMRNS és miRNS transzkriptom analizis) [13-17] és
epigenomikai (ChIP-seq, FAIRE-seq, biszulfit szekvenadlds) vizsgalatokban;
gyakran egyittm(ikodésben az SZTE TTIK Bioldgia Intézet, az SZTE AOK,
valamint a Szegedi Bioldgiai Kutatdékdzpont Biokémiai, Genetikai, illetve
Novénybioldgiai Intézeteinek kutatocsoportjaival.

A kutatocsoport mikddéshez — mint ahogy az altaldnossagban is elmondhato -
elengedhetetlen a megfelel6 garda és a kutatdasokat tamogatd palyazati
forrasok. A laboratériumban jelenleg két PhD-val rendelkez6 kutatd, egy
tudomanyos segédmunkatars, két PhD hallgatd, egy tanszéki mérnok, egy
asszisztens és két szakdolgozd hallgatd dolgozik (1. dbra). Az elmult évek
eredményei els6sorban Faragd Anikd, Farkas Anita, Dr. Varga Julia és Dr.
Zsindely Nora munkajan alapultak. A kutatasokat az OTKA 72491 és 112294,
valamint a GINOP-2.3.2-15-2016-00032, GINOP-2.3.2-15-2016-00034 és
GINOP-2.3.2-15-2016-00035 palyazatok tamogattak. Bodai Laszld6 MTA Bolyai
Janos Kutatdsi Osztdéndij (BO/00522/19/8) tamogatdsaban részesiilt. Az
Innovécidés és Technoldgiai Minisztérium UNKP-20-5-SZTE-642 kdédszamu Uj
Nemzeti Kivaldosag Programjanak a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és Innovacids
Alapbdl finanszirozott szakmai tdmogatasaval készilt.
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AZ AMINOSAV ANALIZIS MULTIA ES JELENE
A PEPTIDKEMIAI KUTATOCSOPORT ES )
AZ ELTE TTK KEMIAI INTEZET SZERVES KEMJAI TANSZEK
MIKROANALITIKAI LABORATORIUMABAN

Szabo Ildiko és BOsze Szilvia
ELKH Peptidkémiai Kutatocsoport

Rovid torténeti attekintés: a mérfoldkovet jelentoé ninhidrin derivati-
zalast alkalmaz6é aminosavanalizatorok bemutatasa

A fehérjék neve a gorog proteios=,elsédleges fontossagu” szébol ered, amely
kifejezést a svéd Jors Jakob Berzelius (1770-1848) 1839-ben hasznalta elsé
izben, utalva a fehérjék él6 szervezetekben betoltott kulcsfontossagu szerepére.
Az 1900-as évek elején Emil Fischer (1852-1919) mar leirta - és ezen
eredményekért 1902-ben Nobel-dijban részesllt -, hogy a fehérjék épitokovei
az aminosavak, melyek egymashoz koétédve alkotjak a polipeptid lancot [1].

A 20. szazad elso felében a fehérjékkel és aminosavakkal kapcsolatos kutatasok
két fo iranyat figyelhetjuk meg: 1) taplalkozasban betoltott szerepiikkel, illetve
a 2) kémiai Osszetétellk, szerkezetilk meghatarozasaval kapcsolatos kutata-
sokat. Tobb évtizedes kisérleti munka vezetett a fehérjéket felépitd husz,
természetben el6fordulé aminosav leirdsahoz és azon felismeréshez, hogy ezen
vegylletek felét képes az emberi szervezet elGallitani, mig a tobbi a taplalékkal
kerllhet a szervezetbe. Ma mar azt is tudjuk, hogy ez a hisz aminosav csupan
toredéke a természetben el6fordulé aminosavaknak és szarmazékoknak.

Mind a biokémikusok, mind a taplalkozassal foglalkozé kutatdék esetében nagy
jelent6séggel birt, hogy meghatarozzak az egyes aminosavak jelenlétét, illetve
mennyiségét adott fehérjékben. A mennyiségi meghatarozasok els6 |épése a
peptidkotés megsziintetése, a fehérje épitéelemeire, az aminosavakra torténd
bontdsa. Ennek legegyszerilbb és leghatékonyabb maddja a kiilonb6z6 hidrolizis
moddszerek (leggyakrabban savas) alkalmazasa volt. Az aminosavakra torténd
bontast kdvette az aminosavak elvalasztasa, majd mennyiségi meghatarozasa.
Emil Fischer a pontos aminosav 0sszetétel meghatarozasakor frakcionalt
desztillaciét alkalmazott, kihasznalva azt a tényt, hogy az aminosav észterek
konnyen desztillalhatdk. A 20. szazad elején tobb kutatécsoportban tobb-
kevesebb sikerrel szamos egyéb moaddszert kipréobaltak (szelektiv kicsapas,
kolorimetrias analizis, mikrobioldgiai tesztek) [2].

Az igazi attorést az 1940-es évek elején Archer John Porter Martin és Richard

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 4. szam 2020. december
12



I HAZAI TUDOMANYOS MUHELYEK Szabé Ildiké, Bésze Szilvia

Laurence Millington Synge moddszere hozta (Nobel-dij, 1952; https://
www.nobelprize.org/prizes/chemistry/1952/summary/), akik az oszlop, a
megoszlasi-, illetve papirkromatografia bevezetésével lehetové tették az
aminosavak egyszer(i elvalasztasat és egyidejli analizisét [2-4]. Synge 1944-
ben keményitOvel toltétt oszlopon megoszlasi kromatografia segitségével
meghatadrozta peptidek aminosav szekvencidjat. Ezen munkdja vezetett a
ciklusos, tiz aminosavbdl allé gramicidin S szerkezetének meghatdrozasahoz [5-
8]. Synge modszerét tovabb fejlesztve Frederick Sangernek (Cambridge
Egyetem, Egyesilt Kiralysag) sikerilt meghataroznia az 6tvenegy aminosavbal
allé inzulin szerkezetét [9], eredményeiért 1958-ban kémiai Nobel-dijjal
jutalmaztak.

Emil Fischer hallgatdja, majd munkatarsa Max Bergmann (1884-1944) 1933-
ban elhagyva Németorszagot, csatlakozott az Egyesiilt Allamok Rockefeller
Intézetéhez, ahol hamarosan laboratériumot alapitott. Bergmann a legtehetsé-
gesebb fiatal, posztdoktor tuddsokkal vette koridl magat, ezaltal csoportja a
fehérjekémiai kutatasok egyik fellegvarava valt, az ott Iév6 kutatdk pedig a
legjelentdsebb fehérjekémikusokka. Kozullik is kiemelked6 volt William H. Stein
(1911-1980) és Stanford Moore (1913-1982) munkassaga (1. abra).

Bergmann laboratériumaban két f6 kutatasi irdny volt: 1) a proteolitikus
enzimekkel kapcsolatos vizsgalatok, illetve a 2) a fehérjék szerkezetével
kapcsolatos kutatdsok. Moore és Stein ez utdbbi munkdkban vett részt,
feladatuk az aminosavakbdl szarmazékképzéssel (féként nehezen oldodé
aminosav sok el6allitdsa), majd gravimetrids modszerrel torténd elvalasztasuk
tovabbfejlesztése, optimaldsa volt [10-12]. Bergmann 1944-ben bekodvetkezett
hirtelen halala és a II. vildghaboru befejezése utan a kutatdsok egy részét Moore
és Stein vezette tovabb és folytattdk a mennyiségi meghatarozasokhoz kotédé
munkakat. Ekkor kezdddott a négy évtizedig tartd szoros egylttmikodésik, ami
az aminosavak mennyiségi elemzéséhez és a folyamatok automatizalasahoz
vezetett.

A haborut koévetéen Moore és Stein olvasta Synge a British Biochemical
Journalban megjelent, szabad aminosavak kromatografids elvalasztasardl szélé
munkajat [5, 6], amit azonnal alkalmazni, tokéletesiteni kezdtek. Az oszloprdl
elualdédo folyadékokat kis frakciokban gyl(ijtotték, és az egyes frakciék aminosav
tartalmanak mennyiségi meghatdrozasat az aminosavak és a ninhidrin
szinreakciéjanak adaptalasaval hajtottdk végre. A reakcié soran a ninhidrin
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primer aminocsoporttal rendelkez6 molekuldkkal lila szin(i terméket képez, mig
szekunder aminokkal ez a szinvaltozas nem kovetkezik be, nemcsak a kiindulasi
ninhidrin, hanem a termék szine is sarga. Azonban a két termék kiilonb6zo
elnyelési maximumokkal rendelkezik, ily médon két hulldmhosszon detektalhaté
mindkét tipusu termék.

1. abra. Az aminosav analizis multja. A) William H. Stein és Stanford Moore Max Bergmann
laboratoriumaban az eredményeket értékeli (a kép forrasa: https://www.the-scientist.com/
foundations-old/the-first-automated-amino-acid-analyzer-47271). B, C) A. J. Porter Martin and
R. L. Millington Synge (kémiai Nobel-dij 1952) az aminosavak elvalasztasahoz sziikséges
nélkilézhetetlen els6 kromatografias modszerek kidolgozéi. D, E) A Moore és Stein altal
fejlesztett aminosavanalizator egyszer(sitett vazlata (a forrascikkben szereplé vazlat) és a
berendezés fényképe forras: https://americanhistory.si.edu/collections/search/object/nmah
333356.

A keményitboszlopok ugyan jol mikodtek, de nagyon lasstuak voltak. Ezért
Moore és Stein mas lehetéségeket kerestek. Igy taldltak rd az ioncseréld
kromatografiaval kapcsolatos publikaciokra [13-16], amelyek kozll a fehérje-
hidrolizatumokkal kapcsolatos eredmények felkeltették az érdeklodésiiket [17].
Ezekbdl az eredményekbdl kiindulva intenziv, gondos és szisztematikus
vizsgalatok kezdddtek Moore és Stein laboratériumaban C. H. W. Hirs részvé-
telével [18]. A vizsgalatok soran feltérképezték az ioncseréld kromatografia
minden aspektusat, és nemcsak a kvantitativ aminosavanalizisben rejl6
potencialis lehet6ségeket, hanem a szemipreparativ |épték(i elvalasztasban vald
alkalmazhatésagat is [19].
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1954-ben megkezdddtek a ribonukledz enzim aktiv centrumaval kapcsolatos
szerkezeti és funkcionalis vizsgalatok, amelyek a molekula teljes aminosav-
szekvencidjanak meghatarozasara iranyultak.
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2. abra. Ninhidrin reakcié menete és a keletkezé aminosavszarmazékok szerkezete. A
ninhidrinnel vald reakcidban az aminosavakbdl ugyanaz a lila szinli termék keletkezik, a termék
elnyelési maximuma 570 nm. A prolin (és hidroxiprolin) esetében a teljes molekula részt vesz a
reakcioban, a képz6d6 sarga szinl termék elnyelési maximuma 440 nm.

Ezen vizsgalatok soran nagyon sok fehérjehidrolizatum analizisét kellett
elvégeznilk. Ezek a vizsgalatok kezdetben tobb napig tartottak a manualis
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eljarasnak készonhetden, emiatt fontos volt az elemzési id6 csokkentésére, amit
automatizalassal kivantak elérni. Moore mérnok volt, igy elhataroztdk, hogy
korbejarjdk egy automatizalt aminosavanalizator fejlesztésének lehetdségét.
Ebben a munkdban (j munkatarsuk, az 1954-ben szintén mérndokként végzett
Darrel H. Spackman vett részt [20]. A fejlesztés két irdnyban haladt, egyrészt
az ioncseréld szeparacios folyamat optimaldsa, masrészt az elvalasztast és a
mennyiségi elemzést lehetdvé tevd miszer fejlesztése. Az aminosavak
elvalasztasara kétoszlopos rendszert valasztottak, amelyben a savas és semle-
ges aminosavak elvalasztasara egy ,hossz(” (150 cm), a bazikus aminosavakra
egy ,rovid” (15 cm) oszlopot alkalmaztak. A két oszlopon zajlé elvalasztas oka
az volt, hogy a bazikus aminosavak az elsG, egyoszlopos rendszereken
ellaposodott, rosszul elvalé kromatografidas csucsokat adtak, és az oszlop
regeneraldsa minden esetben lezajlott. Ez nehézkessé tette az eljarast és
akadalyozta a zokkenémentes automatizalast. A folyamatos m(ikédés lehetfsé-
gének biztositasa érdekében két hosszu oszlop kerillt a rendszerbe: mig az
egyiken mintat elemeztek, a masikat regeneraltak. Ily modon, amikor az egyik
elemzési ciklus befejez6dott az egyik oszlopon, a masodik mar készen allt a
kovetkez6 mintara. Ezen intenziv kutatdsok soran az elvélasztast s
tokéletesitették, amely kisérletek tobbek kozott a szulfonalt polisztirol gyantak
kifejlesztéséhez vezettek [21]. Ezek a gyantdk lehet6vé tették a nagyobb
aramlasi sebesség alkalmazasat anélkil, hogy az elvdlasztasi hatékonysag
csokkent volna. Az els6 prototipus analizatorokban harom oszlop volt, amelyeket
termosztatban helyeztek el. Reciprok pumpak biztositottak az elvalasztashoz és
a regeneralashoz sziikséges eluensek, pufferek allandd aramlasat. A készlilék-
ben két, 570 és 440 nm hulldmhosszon m(ik6do detektor kapott helyet a
frakcidk azonositasara. Az oszlopok és a detektor kdzé beépitettek egy reaktort,
amely biztositotta az oszloprél eludlodd folyadék folyamatos ninhidrin
reagenssel torténd keveredését. Ily moddon az aminosavak reagaltak a
ninhidrinnel, detektalhatd szines vegylleteket képezve. A berendezés egyszer(i-
sitett vazlata, valamint fényképe az 1. dbran, mig a ninhidrin derivatizalas
reakcidmenete a 2. abran lathatd. Az analizadlandd mintat pipettaval, manualisan
juttattak az oszlop tetejére, de ezt leszamitva a teljes mUvelet feligyelet nélkil,
automata vezérléssel tortént. A késziléknek készonhetben a tobb napos analizis
idot sikerllt fehérjehidrolizatum esetében egy napra, mig egy Osszetettebb
fizioldgiai folyadékminta esetében kortlbelll két napra csékkenteni [22, 23].

A fentebb réviden ismertetett munka 1972-ben kémiai Nobel-dijjal végzodott,
amelyet a ribonukledz szazhuszonnégy aminosav-szekvencidjanak leirasaért
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vehettek at. Mint Moore megjegyezte: ,Némileg eltéré szemlélettel kbzelitettiik
meg a problémakat, majd gondolatainkat a kézds célra 6sszpontositottuk" [24].
Noha a csoport munkairdl megjelent cikkek részletesen leirtak a készlilék
felépitését, mikodését, a fehérjekutatassal foglalkozé laboratériumok kozil
esetleg néhany tudta volna megépiteni. Emiatt 1958 tavaszan a Spinco
(Specialized Instruments Company) cég (még a két f6 publikacido [23, 25]
tényleges megjelenése eldtt) megépitette az aminosav-analizator els6 céges
prototipusat, az un. MS-modellt (Moore és Stein fejlesztOkrél elnevezve). A
készilékkel szamos technikai és gyartasi problémaba Utkoztek, igy a Beckman
Spinco Division céggel (1954-ben a Beckman Instruments megvasarolta a
Spinco céget, és Beckman Spinco Division néven m(ikodtek tovabb) felvették a
kapcsolatot. Felhasznalva a prototipus felépitésekor 6sszegyllt tapasztalatokat,
egy Uj gyartasi tervezettel megépitettek egy kovetkezd készliléket. Ezen
készilék tesztelése Dr. Spackman segitségével, 1962-t6l a Washingtoni Egyete-
men folytatddott és az analizator végul ,,120 Amino Acid Analyzer” néven kerlt
gyartasra és kereskedelmi forgalomba (3. abra).

MODEL 120C AMINO ACID ANALYZER
Beckman Instruments, Inc.
Spinco Division . Palo Alto, California

3. abra. Az els6 Beckman aminosav analizatorok. A) A Beckman 120 Amino Acid Analyzer
(prototipus), illetve a tovabbfejlesztett valtozatai B) a 120B, valamint a C) 120C modellek
(forrds: https://digital.sciencehistory.org/works/k0698763j).

A kovetkez6 években mind a technikat, mind pedig az ioncseréld gyantakat
tovabb fejlesztették. Ennek koszonhetéen lehetové valt egyetlen oszlop
hasznalata és az elemzési idO jelentds csdkkentése [26]. Ez a gyakorlatban azt
jelentette, hogy egy komplex fizioldgiai mintat tizenegy dra alatt elemzett a
készlilék, az 1958-ban eredetileg sziikséges két nap helyett. Egy fehérje-
hidrolizatum analizisének ideje pedig kevesebb, mint négy érara csokkent. A
kovetkez6 években a Spinco cég bevezette az aminosav-analizator tovabbi
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modelljeit is (120B készliléket 1963-ban és a 120C késziléket pedig 1966-ban).
Hamarosan mas gyarték is elkezdték az automata aminosavanalizatorok
gyartasat. Kiemelkedl jelent6ségli ezen miszergyartd cégek kozott a Hitachi
(Japan) cég, amelynek aminosav-analizatora elsGsorban Hiroyuki Hatano
(1924-1998), a japan Kiotéi Egyetem professzoranak fejleszté kutatdsain
alapult [27].

Az aminosav analizatorok fejlddését és jelent6ségét a kutatdsban kivaldan
szemlélteti, hogy napjainkban az aminosavanalizatorok havonta akar ezer
mintat is képesek elemezni. A minta Osszetettségétdl fliggben minden egyes
futtatas tiz perc és korilbelll két-harom o6ra kozotti elemzési idot igényel.
Mindezeket figyelembe véve megallapithatjuk, hogy az 1950-es években
végzett Uttoré munkajukkal Moore és Stein egy teljesen Uj teret nyitottak meg
a biokémikusok szamara, amely méltan tekinthetd mérféldkdnek a kromato-
grafia évszazados fejlédésében.

Peptidkémiai kutatasok az ELTE TTK Szerves Kémiai Tanszékén, illetve
a Peptidkémiai Kutatocsoportban

Ezek a tudomanyos vilagban zajlé fejlédések és Uj generacids készlilékek
viszonylag hamar és jo (temben épiltek be hazankban az EOtvos Lorand
Tudomanyegyetem Természettudomanyi Karahoz tartozé Szerves Kémiai Tan-
szék, illetve a Peptidkémiai Kutatdécsoport munkajaba. Ahogy a fentiekben
lathattuk, a 20. szazadban kiléndsen a bioldgiai vonatkozasu szénvegyiiletek,
fehérjék, peptidek vonatkozasaban elotérbe kerliltek a mennyiségi és Kkis
anyagmennyiséget igényl0 mikroanalitikai modszerek. Szerves vegyilletekre
ezen modszerek tokéletesitése tobbek kdzott a szintén Nobel-dijas (1923) Fritz
Pregl (1869-1930) nevéhez fliz6dik (4. abra). A mikroanalitika és ezen belll a
peptidek és fehérjék aminosavanalizise azon kevés magyarorszagi példak kozé
tartozik, amely moddszerek meghonositasaban és mlivelésében kovettik a
nemzetkdzi tudomanyos vilagot és a legmodernebb muszeres technikak beve-
zetése sem varatott magara. Ennek f6 torténeti oka az, hogy Bruckner Gy6z6
(1900-1980) meghivasaval a Szerves Kémiai Tanszék vezetése (1949) egy olyan
kutatéhoz kertlt, aki Pregl grazi laboratériumaban dolgozott és lehet0sége volt
arra, hogy ezen forradalmi eljarasokat elsajatitsa, valamint jelentoségik voltat
felmérve meghonositsa ezen mddszereket és sarkalja ezek tovabbfejlesztését.
A mikroanalitikai modszerek elsajatitasara és a laboratorium létrehozasara
Medzihradszky-Schweiger Hedvig kapott megbizast (1950), aki innentdl kezdve
tobb mint Ot évtizeden at vezette és fejlesztette azt, és azt kdvetben is részt vett
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a Mikroanalitikai Laboratérium munkajaban. A Mikroanalitikai Laboratérium
munkajanak része volt a szén-, hidrogén-, nitrogén-, halogén-, kén-, alkoxi-,
foszfor-, hidrazid-, stb. meghatarozasokon kivil az aminosavanalizis is.

DIE
QUANTITATIVE ORGANISCHE
MIKROANALYSE

FRITZ PREGL

4. abra. A mikroanalitikai médszerek meghonositdi. A) Friedrich Emich és B) Fritz Feigl
osztrak analitikusok, C) Fritz Pregl, a mikroanalizis ,atyja” és dsszefoglald miive, amely azéta is
tébb kiadasban, angol forditasban is megjelent [28, 29].

A peptideket, peptidszarmazékokat és a fehérjeket érintd aminosavanalitikai
moddszerek fejlédése azzal a ténnyel is Osszefligg, hogy a Szerves Kémiai
Tanszék munkassaga és torténete, fejlddése szorosan 6sszefonddik a Peptid-
kémiai Kutatécsoporttal, amely 1961-ben szintén Bruckner Gy6z0 iranyitasaval
jott létre [30]. A csoport tevékenysége a kezdetektdl kapcsolddott a Szerves
Kémiai Tanszéken folyd peptid- és fehérjekémiai kutatasokhoz. Bruckner
akadémikus nyugalomba vonulasat kovetden (1972) - az akkori felfogassal
osszhangban - a vezetSi teendéket a tanszék vezetdje, Kucsman Arpad
Széchenyi-dijas egyetemi tanar vette at. Majd 1989-t6l a kutatdcsoport vezetdje
Medzihradszky Kalman akadémikus, Allami Dijas egyetemi tanar, a peptid-
hormonok nemzetkézileg elismert kutatéja, az Eurdpai Peptid Tarsasag alapito
tagja (1990) lett. Az MTA 1999-t6l, nyilt palyazat alapjan, hatarozott idore - a
befogadd egyetemek véleményét figyelembe véve - valasztotta ki a
kutatécsoportok vezetdit. Igy lett a kutatocsoport vezetdje Hudecz Ferenc
egyetemi tanar. A csoport munkajat 2017. julius 1-t6l Mezd Gabor, az MTA
doktora, a csoport kordbbi munkatarsa iranyitja [31].

A rutinmeghatarozasokon kivil a laboratérium tudomanyos vizsgalatokat és
mOodszerfejlesztéseket végzett. A laboratérium munkajaban részt vett
munkatarsként Kajtarné Miklds Judit (1957-72), Kutassiné Kovacs Sara (1953-
1989, kezdetben technikusként, majd munkatarsként), technikusként Dercsényi
Miklésné (Marietta, 1961-1996), Lovasz Laszléné (Anni, 1964-2002). A labora-
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torium munkajaba 1997-ben kapcsolédott be Bdsze Szilvia (aki 2001-t6l a
laboratérium vezet6je lett) és asszisztensként Kiské Maria. A laboratorium
munkatarsa 2015-t6l pedig jelen irds masik szerz6je Szabd Ildikd is.

A Mikroanalitikai Laboratériumban miikodo aminosavanalizatorok tor-
ténete, a késziilékek 0sszehasonlitasa

A laboratériumban az elsd analizator az angol gyartmanyu EVANS késziilék volt,
beszerzése az 1964-65 években zajlott. A kollégak nagyon szerettek volna egy
Beckman analizatort, de arra nem volt elég a rendelkezésre all6 keret, igy esett
a valasztas erre a készlilékre. Az EVANS készlilékben az elvalasztas két oszlopon
tortént, a hosszu oszlopon (kb. masfél méter) a savas, semleges aminosavak, a
rovid oszlopon a harom bazikus aminosav (lizin, hisztidin, arginin és az
ammonia). Az igényelt minta aminosavanként 1 mikromdl mennyiség volt
elméletileg, ennek azonban a tizede is értékelheté kromatografias cslucsot adott.
A hosszu oszlop két kilénb6z6 pH-ju (3,25 és 4,25) citrat pufferrel m(ikdodott, a
rovid oszlopon az elvalasztdas pedig 6,0 pH-ju pufferrel tértént. A teljes
elvalasztashoz szikséges mérési id6 24 odra volt, az elvalasztas szoba-
hémérsékleten és atmoszférikus nyomason tortént. A kiértékelés manualisan
(pontok szamolasa fél magassagban szorozva a csics magassagaval) zajlott. Az
aminosavak elvalasztasa a készllékkel tokéletes volt [32].

Az orszagban Dévényi Tibor (egy évfolyammal jart az egyetemen Schweiger
Hedvig felett) foglalkozott azokban az években intenziven aminosavanalizissel -
inkabb elméleti szempontbdl -, de a gyakorlati részhez is kivaldan értett. A
Szerves Kémia Tanszéken is gyakran megfordult, jo baratsagban voltak és sokat
segitett az aminosavanalizator hasznalataban, illetve a moddszerek fejlesz-
tésében is szamithattak koézremilkddésére. A laboratérium kovetkezd anali-
zatorat Dévényi Tibor adta at hasznalatra, ami egy JEOL gyartmanyu készilék
volt. A késziiléken mar egy oszlopos elvalasztas zajlott, magasabb homérséklet
és nyomas értékeken az elvalasztas gyorsitasara. A készilékben mar némi
automatizalast is alkalmaztak, lyukkartya segitségével lehetett programozni
néhany paramétert.

Kozben megjelent a nemzetkdzi piacon a Beckman cégnek egy Ujabb modellje,
a Beckman Unichrom rendszer. Ennek a készliléknek megfelel6 hazai fejlesztés
a Chinoin gyar aminosavanalizatora, a Chinoin Aminochrom. Egy ilyen készl-
|éket is sikerlilt beszerezni a Mikroanalitikai Laboratorium szamara, egy idében
a JEOL készilékkel egydtt m(ikodott. Az elvalasztas szintén egy oszlop
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alkalmazdasaval tértént, magasabb hémérsékleten, magasabb nyomason, igy az
analizishez sziikséges id6 is szignifikdnsan lerévidilt. A kiértékelés még mindig
kézi szamolassal tortént. Mindkét analizatorndl az elvdlasztdshoz sziikséges
anyagmennyiség is jelentésen csokkent. Az EVANS, a JEOL, valamint az
AminoChrom analizator valamivel tébb mint hisz esztenddn keresztll bizto-
sitottak a Tanszék és a Peptidkémiai Kutatdécsoport aminosavanalizis szlikség-
letét (5. abra).

Nagy el6relépést jelentett az 1989-ben beszerzett Beckman gyartmanyu
analizator. Az (j Lagymanyosi ELTE Campus épitkezésénél lehet6ség nyilt a
Beckman 6300 készlilék beszerzésére. A készlilék segitségével tovabb csokkent
az elvalasztashoz szikséges id6 és minta mennyiség, mikroprocesszor
segitségével biztositotta a mérések automatizaldsat, a mintak eredményeinek
kiértékelését.

Miutan ez a Beckman analizator kioregedett, 2004-ben sikerilt beszerezni a
Sykam cég altal gyartott készliléket. A Sykam 4300 analizator az elemzéshez
szlkséges anyagmennyiséget aminosavanként 1 nmoél-ra csokkentette, de
ennek a mennyiségnek a tizede is jol értékelhet6 eredményeket szolgaltat. Az
analizishez sziikséges id6 minddssze 60 perc és mind az analizis menete, mind
az eredmények kiértékelése szoftver vezérléssel torténik. Az analizishez
szlikséges id6 csokkentését az elvalasztas héfokanak, a nyomasnak, valamint a
hasonldéan fontos szférikus oszloptdltetnek a megfeleld6 kombinacidja teszi
lehet6évé. Ennek a harom paraméternek a megfeleld egyeztetése minden cég
Uzleti titka, nagyon komoly kutatas el6zi meg a sikert. Az elvalasztashoz
hasznalt pufferek pH értéke nagyon fontos, a régebbi késziilékek a szakaszos
valtast alkalmaztdk, a Sykam 4300 és (a régebbi Beckman késziilék esetében
is) mar gradiens elucié biztositotta a tokéletes eredményt (5. abra).

A Mikroanalitikai Laboratérium életében 2021-t6l egy Uj korszak kezdddhet az
ELTE Tématerlleti Kivalésagi Program (Szint+) keretében az Innovacios és
Technoldgiai Minisztérium tamogatasaval. Ezen program részeként lehet6ség
volt olyan intézményen bellli palyazat 6sszeallitasara (ELKH Fehérjemodellezd,
valamint a Peptidkémiai Kutatocsoportokhoz kapcsoléddéan Farkas Viktor,
Straner Pal, Szabd Ildikd és BoOsze Szilvia), amely kerethez kapcsoldédodan
m(iszerbeszerzés részben vagy egészében tamogathatd. A Szint+ Kivaldsagi
Programhoz kétédéen és annak koszonhetéen 2020. év novemberében kiirdsra
kerllt egy kozbeszerzési palyazat, amely a bioldgiailag aktiv vegyiletek,
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peptidek, fehérjék, valamint szarmazékaik és a segitségikkel fejlesztett
kilénb6z6 konstrukciok kémiai és szerkezeti jellemzését szolgald mdiszer-
egylttes beszerzését teszi lehetdvé.

2004
) 1989 SYKAM 4300
1960-as évek
Beckman Coulter 6300
JEOL JLC

MIKROANALITIKAI Chinoin Unichrom - L i
LABORATORIUM i -

KESZULEKEI

Automata

aminosavanalizator

1968 JEOL JLC 5AH

PEPTIDEK

— el \ @ |  PEPTIDSZARMAZEKOK
b ' MIMOTOP RENDSZEREK
HpL ] NANORESZECSKEK

= POLIMER GYOGYSZERHORDOZOK
P e VAKCINA RENDSZEREK
E B

AZ ELS6 KERESKEDELMI . :
s FORGALOMBA KERULG MESTERSEGES ATIGENER
o

S AMINOSAVANALIZATOR

1960 Beckman Unichrom 1959

5. abra. Az aminosav analizis automatizalasa és a legfontosabb kezdeti mérfoldkévek
tiikrében a Mikroanalitikai Laboratorium késziilékeinek attekintése az 1960-as évek-
tol.

Ennek a csomagnak a része egy, a mai igényeknek minden tekintetben
megfelel6 aminosavanalizator beszerzése is. Az alabbiakban a cikk zarasaként
pedig azt foglaljuk 6ssze, hogy milyen terlleten és milyen vegyluletek, konstruk-
ciok és felhaszndlok szempontjabol fontos a beszerzendd késziilék:

1. Az alkoté aminosavak minGségi és mennyiségi meghatarozasa peptidek,
fehérjék, szintetikus polipeptidek, eldgazdé lancu polipeptidek, nanogydgyszer-
hordozdk és ezek szarmazékai esetében.

2. Az aminosav 0Osszetétel alapjan a minta fehérje-, illetve peptid tartalma
bemérésre vonatkoztatva meghatarozhatd (a tényleges peptidtartalom, illetve
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fehérje tartalom liofilizalt és egyéb technikaval izolalt, az 1. pontban megadott)
analizalandd mintak esetében.

3. Megfelel6 standard alkalmazasaval nem fehérje eredetli aminosavak, egyes
szarmazékképzdok is meghatarozhatdk (N-karboximetil-cisztein, citrullin, biotin,
cukoraminosav stb. tartalom). A hidrolizist kdvetdéen (savas, enzimes - a
mintanak megfeleléen), gyors informacidt kapunk az el6allitas, izoldlas haté-
konysagaval, a termék homogenitasaval kapcsolatban. Eldagazd lancu polimerek
esetében, mely vegylletek igéretes hordozd rendszerek, mind hatdanyag
célbajuttatasi, mind pedig diagnosztikus és vakcinafejlesztési projektekben
szintén egyeduildllé és nem helyettesithetd lehet6ség a késziilék alkalmazasa az
Osszetétel meghatarozasara.

4. A peptidkonjugatumok, nanorészecskék (kolloidalis hordozé rendszerekben
fehérje vagy peptid hatdéanyagok), liposzdmak fehérje- és peptid tartalma
(mddositasok szubsztitucié foka) is nagy pontossaggal meghatarozhatd. A
peptid tipusu hatéanyagokot és/vagy hordozét tartalmazd nanorészecskék, lipo-
szdmak esetében a peptid komponens mennyiségi meghatarozasara a mddszer
nem helyettesithetod.

5. Neutralizdlé ellenanyagok esetében a fehérjetartalom meghatarozasa, az
alkoté aminosavak mindségi meghatarozasa, valamint fehérjék poszttransz-
lacids modositasainak (pl. foszforilacid) igazoldsa lehetséges a készlilék segit-
ségével, kutatasi projektek, valamint céges tevékénységek szamara.

6. A készlléket hasznalhatjuk az oktatasban (BSc, MSc, PhD hallgatok; a
mOoddszer és alkalmazhatésaga - elméleti és gyakorlati képzés -, az eldallitott
vegylleteik analizise).

Koszonetnyilvanitas

A szerzOk koszonettel tartoznak Dr. Medzihradszky-Schweiger Hedvignek a
Mikroanalitikai Laboratérium vezetéjének (1950-2000) a koz6s munkaért,
mindazokért az atadott tapasztalatokért, valamint adatokért, amelyek nélkdal
jelen irds nem johetett volna létre. Koszonet illeti Ot azért, hogy a Mikro-
analitikai Laboratérium 1950 6ta folyamatosan, toretlen lelkesedéssel és
minGségi szakmai munkat szolgaltatva és azt szolgdlva mikodhet.
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Szabé Ildiké az ELTE-n végzett 2005-ben okleveles vegyészként. Doktori mun-
kajat Mez6 Gabor témavezetésével az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportban
végezte, melynek azéta is tagja. Tumorellenes hatasu vegylletek célzott sejtbe-
juttatasara alkalmas hordozorendszerek tervezésével, szintézisével, analitikai
jellemzésével és funkciondlis vizsgédlatava ng/a/kOZIk 2015-t61 tudomanyos
munkatarsként részt vesz a Mikroanalitikai Laboratéoriumban folyé munkakban.

Bésze Szilvia tanulmanyait az ELTE-n folytatta. PhD fokozatat, summa cum
laude mindsitéssel 1999-ben szerezte, kutatomunkdjat az MTA- ELTE Peptidkémiai
Kutatdcsoportban és Semmelweis Egyetemhez tartozé Genetikai, Sejt- és Im-
munbioldgiai Intézetben végezte. A fokozat szerzés alatt, valamint azt kévetéen
az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportban do/gozott 1999-t6l tudomanyos
fémunkatarsként. 2001 dta a kutatdcsoport Mikroanalitikai Laboratériumanak,
2012-t6l pedig a Sejttenyészté és Immunkémiai Laboratériumanak vezetOJe
Antibakterialis és antitumor hatdsu vegyiiletek szerkezet - hatds dsszefiiggé-
seinek vizsgalataval és a vegylletek szelektiv célbajuttatasara alkalmas hordozd-
rendszerek tervezésével, kémiai és funkciondlis jellemzésével (in vitro és in vivo rendszerek)
fog/ab/kOZ/k Részt vesz mikronalitikai és peptidanalitikai modszerek kidolgozasaban és fejlesz-
tésében
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A NOBEL-DIJAT ERO GENETIKAI OLLO

Kulcsar Péter Istvan, Talas Andras, Huszar Krisztina, Varga Eva,
Krausz Sarah Laura, Toth Eszter, Welker Ervin
Természettudomanyi Kutatokézpont, Enzimologiai Intézet, Budapest
Szegedi Bioldgiai Kézpont, Biokémiai Intézet, Szeged

Az 1950-es évektdl kezdédden a DNS szerkezetének megismerésével, majd
ennek az atirdsara kidolgozott mddszerekkel olyan tudomanyos fejlédés indult
el, mely napjainkban is ériasi titemben folyik. Az egyik, ha nem a legjelentdsebb
mérfoldkdvet a CRISPR/Cas rendszer felfedezése és hatékony genommaodositd
eszkdzként vald hasznalata jelentette, mely robbanasszer(i fejlddést hozott a
molekularis bioldgia és a kapcsolodd tudomanyterileteken. Fontossagat mi sem
bizonyitja jobban, minthogy a 2020-as kémiai Nobel-dijat Emmanuelle Marie
Charpentier és Jennifer Anne Doudna kapta a genomszerkesztés moddszerének
kidolgozasaért. A felfedezéstdl a Nobel-dij odaitéléséig az atlagosnal Iényegesen
kevesebb idd telt el (Doudna és Charpentier 2012-ben, tehat 8 éve publikaltak
korszakalkotd cikklket [1], ezzel szemben a kémiai Nobel-dij odaitélésének
atlaga az eredményt kodvetdben ~20 év). Kilon érdekesség az is, hogy még
sosem fordult el6, hogy a megosztott kémiai Nobel-dijat két n6é kapta volna.

De mit is takar tulajdonképpen a CRISPR rovidités és hogy jutottunk ide? A
CRISPR-asszocialt endonukledzok (CRISPR: Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) vagy réviden Cas nukledazok olyan RNS-vezérelt
fehérjék, amelyek egy kivalasztott DNS- [2-4] vagy RNS-szekvencia [5] célzott
hasitasara képesek. Archaeakban és baktériumokban adaptiv immunitast
biztositanak a virusok, plazmidok és transzpozonok ellen [6, 7]. A CRISPR/Cas
rendszereket kilonbozo osztalyokba soroljak az alapjan, hogy az effektor
nukledaz 6nmagaban felelds a célszekvencia megtalalasaért és hasitasaért (II-es
osztaly), vagy ezt a két folyamatot kilon fehérjék végzik (I-es osztaly). A II-es
osztalyba tartoznak a leggyakrabban alkalmazott Cas9 (ezen belll is a
Streptococcus pyogenes Cas9, roviditése SpCas9 vagy SpyCas9) és Casl2a
fehérjék is [8-10]. A Cas9 nukleazok ribonukleoprotein komplexe magabdl a
Cas9 fehérjébdl és két Cas9-asszocialt RNS-bdl all [CRISPR RNS (crRNS) és a
transzaktivalé crRNS (tracrRNS)]. A komplex DNS kotéséhez és a kettdsszalu
DNS torés létrehozasahoz két dolog szliikséges: egyrészt komplementaritas a cél
DNS szekvencia és a crRNS Ugynevezett spacer szekvencidja kdzott, masrészt
szikség van egy rovid PAM motivum (protospacer-adjacent motif) el6fordula-
sara a célszekvencia (target) 3'-végénél (1.A &bra). Az igy specifikusan
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|étrehozott kettOsszald DNS torésnél tudunk irdnyitott genommoddositast
végrehajtani a sejt sajat hibajavité mechanizmusait felhasznalva és manipu-
lalva.
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1. abra. A target DNS-hez kétott Cas9 nukleaz komplex sematikus abraja. A target DNS-
hez (szlrke) kotdtt Streptococcus pyogenes Cas9 (kék) A) crRNS-sel (CRISPR RNS, barna) és
tracrRNS-sel (transzaktivalé crRNS, sarga) komplexben, vagy B) mesterségesen l|étrehozott
iranyitd RNS-sel (lila) komplexben. Az iranyitd RNS spacer része minden esetben zélddel van
jelolve. A DNS target felismeréshez sziikséges NGG PAM motivum a target DNS-t6l 3’ irdnyban
talalhatd (protospacer-adjacent motif, narancssarga). A DNS target felismerését kovetGen a
hasitds feltehet6en a sarga haromszogekkel jel6lt pozicidkban torténik. A spacer szekvencia
tokéletes RNS-DNS hibridet hoz Iétre a target DNS-sel.

A CRISPR rendszer felfedezése eldtt is léteztek mddszerek, melyekkel specifikus
helyen lehetett DNS kettOsszal torést létrehozni (cink-ujj nukledzok, TALE
nukledazok). Mindkét mddszer alapja, hogy az adott fehérje képes bizonyos DNS
szakaszokat szekvencia specifikusan felismerni. Ezen mddszerek 6ridsi hatranya
azonban, hogy minden egyes szekvenciara kilon létre kell hozni a megfeleld
felismerd specificitdssal rendelkez6 sokdoménos fehérjét, ezaltal jelentGsen
dragitva és bonyolitva ezen mddszerek alkalmazasat. Ezzel szemben a CRISPR/
Cas rendszer alkalmazasanal elegenddé a crRNS spacer részének megvaltoz-
tatdsa (a fehérje moddositasa nélkil) ahhoz, hogy a nukledzt a kivant Uj
célszekvenciara iranyitsuk. Ez jelentds el6relépést jelent a korabbi mddsze-
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rekhez képest. 2013-ban (nem sokkal Doudna és Charpentier cikkét kovetden)
bizonyitottdk, hogy a Cas9 fehérje emlds sejtekben is alkalmazhaté genom-
maodositasra [2-4] és megkezd6dott Jennifer Doudna és Emmanuele Charpentier
diadalttja a Nobel-dij felé.

A francia szarmazdsu Emmanuelle Charpentier biokémiai, mikrobioldgiai és
genetikai tanulmanyait a parizsi Pierre és Marie Curie Egyetemen végezte, a mai
Sorbonne Egyetem Természettudomanyi Karan. PhD fokozatat a parizsi Pasteur
Intézetben szerezte, ahol az antibiotikum rezisztencia kialakuldsanak mole-
kuldris bioldgiai hatterét vizsgalta, majd a Rockefeller Egyetemen (New York, NY,
USA) azzal foglalkozott, hogy a Streptococcus pneumonie patogén hogyan
hasznalja mobilis genetikai elemeit genomja megvaltoztatdsara és hogyan
alakitja ki a vancomycin rezisztenciat. A kétezres évek elején, amikor a Bécsi
Egyetem Mikrobioldgiai és Genetikai Intézetének laborvezet6je lett, akkor

« 7 s

ami késobb elvezetett a baktérium CRISPR rendszerének vizsgalatahoz [11].

Az amerikai szarmazasu Jennifer Doudna PhD-jét a Harvardon szerezte Jack
Szostak (2009, orvosi Nobeldij a telomeraz felfedezéséért) genetikus vezetése
alatt. Doktori munkaja soran a ribozim szerkezetének vizsgalatan és bioldgiai
funkciéjanak megértésén dolgozott. Ezutan a Coloraddéi Egyetemen Thomas
Cech (1998, kémiai Nobel-dij az RNS katalitikus aktivitasanak felfedezéséért)
laborjaban folytatta munkadjat, ahol a ribozim kristalyositdsan és harom-
dimenzids szerkezetének meghatarozasan dolgozott, majd a kaliforniai Berkeley
Egyetemen folytatta kutatasait és sikereket ért el a virdlis RNS kutatas és az
RNS interferencia tertletén. Jillian Banfield hatdsara kezdett érdekldodni a
CRISPR/Cas rendszer irant. A 2000-es évek elején kilénb6z6 baktériumok
genetikai anyaganak osszehasonlitasakor konzervalt, ismétl6dé DNS szekven-
cidkat taldltak, amelyek kozo6tt egyedi, nem ismétlddo szakaszokat figyeltek
meg. Akkor még senki nem tudta, hogyan m(ikédhet a rendszer, de a mecha-
nizmus, amit a baktériumok a virusok semlegesitésére hasznaltak, a Doudna
altal kutatott RNS interferencidhoz hasonlénak tlint. Ekkor azonositottdk a cas
géneket is, amelyek nagyon hasonlitottak olyan fehérjéket kdédold génekre,
amelyek a DNS széttekerésére és vagdasara specializaléodtak. Doudna az I-es
osztalyba tartozé CRISPR/Cas rendszert kutatta, amelyben tébb, kilénb6z6 Cas
fehérje szikséges a virusok elleni védekezéshez [12] .

Ekézben kezdett foglalkozni Emanuelle Charpentier a svédorszagi Umea
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Egyetemen a Streptococcus pyogenes CRISPR rendszerével, amely a II-es
osztalyba tartozik. Egyik kulcsfontossagu felfedezését 2011-ben kozolte,
amelyben leirta, hogy a tracrRNS kulcsszerepet jatszik a crRNS érése soran, ami
a virusok elleni szekvenciaspecifikus immunitas alapja [13]. Ezt koOvetden
Charpentier és Doudna kollaboraciéba kezdett. Munkajuk soran rajottek, hogy a
tracrRNS nemcsak a crRNS éréséhez, de a Cas9 fehérje DNS hasitdsahoz is
szlikséges. Tovabba bizonyitottak, hogy az SpCas9 fehérje in vitro rendszerben
DNS szekvencidkat képes hasitani, valamint a célzott szekvencia egyszerlen
programozhatd a crRNS spacer szekvencidjanak megvaltoztatdsaval, valamint
|étrehoztak az uUgynevezett iranyitd (guide) RNS-t a tracr- és crRNS-ek
o0sszekombinaldsaval (1.B abra). Ezen eredmények teremtették meg az alapjat
a CRISPR/Cas rendszer segitségével tortén6é génszerkesztésnek [1]. Tevékeny-
séglk azoéta is jelentds a tudomanyterileten, szdmos komoly, a témat érint6
felfedezés kapcsolddik a neviikhéz és a tudomanyos kozésség szervezésében is
jelent0s szerepet vallalnak. Kilonésen Doudna jarult hozza jelentésen a
CRISPR/Cas rendszer miikodésének és a Cas9 fehérje szerkezetének megis-
meréséhez. Egy Jennifer Doudna altal szervezett konferencian lehetéséglink volt
talalkozni vele személyesen is (2. abra).

2. abra. Csoportkép a 2018-as CRISPR konferencian (Cold Spring Harbor Laboratory,
NY, USA). Ket szerzotarsunknak, Talas Andrasnak (bal széls6) és Kulcsar Peternek (Doudna
jobb oldalan) lehetbsége volt személyesen is talalkozni Jennifer Doudnaval (k6zépen).

A Nobel-dij odaitélése utan felmerill a kérdés, hogy volt-e még olyan kutato
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vagy kutatdocsoport, aki(k)nek a munkaja elengedhetetlen volt a CRISPR
rendszer megismeréséhez és a genetikai oll6 kifejlesztéséhez. Az sokak szamara
nem volt kérdés, hogy a génszerkesztés egyszer Nobel-dijat fog érni, az mar
kevésbé volt egyértelm(i, hogy mikor és kinek fogjak azt odaitélni. Termé-
szetesen nagyon sok kutatd munkaja volt hatassal a tudomanyag fejlodésére,
itt most csak azokat emeljuk ki, akik rendkivili mértékben jarultak hozzad a
tertlet fejlédéséhez.

A génszerkesztés megalapozasaval kapcsolatban mindenképpen ki kell emel-
ndnk Maria Jasin kutatdsait. Jasin bizonyitotta be 25 évvel ezel6tt, hogy a DNS
egy kijelolt helyen torténd kett6sszall hasitasa (egy restrikciés endonukledz
segitségével) kihasznalhatd célzott génbevitelre [14]. Ez teremtette meg az
egyik pillért, amin a legtobb genomszerkeszt6 technika nyugszik. A kovetkez6
nagy felfedezés a 2000-es évek elején Dana Caroll laborjaban sziletett, amikor
a mar korabban emlitett cink-ujj nukledzokat alkalmaztak el6szor géneditalasra
[15]. Ezen fehérjék mar a restrikcidos endonukledzokkal szemben ugyan korla-
tozottan, de programozhatdak voltak egy kivalasztott génszekvencia megcél-
zasara. A 2010-es évek elején egy még igéretesebb technika, a TALE (Transcrip-
tion Activator-Like Effector) nukledzok segitségével még pontosabba és
kénnyebbé valt a DNS szekvencidk hasitdsa a genomban, melyet a Sangamo
biotechnoldgiai cég hasznalt el6sz6r genomeditalasra [16], majd Keith Joung és
munkatarsai tettek egyszerlbben hasznalhatéva [17].

A CRISPR rendszer felfedezésével kapcsolatban is szamos kutatécsoport mun-
kajat érdemes kiemelni, amelyek végll a CRISPR/Cas rendszer géneditalasra
valé felhasznalasahoz vezettek. Francisco Mojica kutatdcsoportja az ezredfor-
duldn felfedezte, hogy baktériumokban a CRISPR ldokusz virdlis szekvencidkat
tartalmaz [18], és 6k, valamint Eugene Koonin kutatécsoportja vetette fel, hogy
ez egy bakteridlis immunrendszerként mikodhet [19]. Erdekes adalék, hogy
szintén Mojica-nak kodszonhetjik a CRISPR elnevezést, amely egy kollabora-
toranak a cikkében szerepel el0szor, melynek 6 nem is szerzGje, csak javaslatot
tett az egyszer(ibb elnevezésre [20]. 2007-ben Rodolphe Barrangou és Philippe
Horvath a Koonin csoport felvetését kisérletesen is bizonyitottak a Danisco
joghurtgyar laboratériumaban [21]. Luciano Marraffini és Erik Sontheimer
mutattak meg késbébb, hogy a CRISPR rendszer virdlis DNS szekvencidkat céloz
[22]. Majd ezt kovette 2011-ben a kordbban mar emlitett publikacid, melyben
Emanuelle Charpentier csoportja leirta a tracrRNS-t [13]. A Nobel-dijat 2020-
ban ,egy génszerkesztési mddszer kidolgozasaért” kapta Doudna és Charpen-
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tier. Ugyan ez elég tag fogalom, de egyértelmd, hogy a dij odaitélésében nagy

-7 s

A CRISPR torténetének tulzas nélkil egyik legdramaibb fordulata, hogy egy
litvdn kutatdcsoport Virginijus Sikénys vezetésével ugyanerre a megallapitasra
jutott, azaz demonstralta, hogy Cas9 nukledzok a crRNS-sel komplementer
szekvencidkat hasitanak és a crRNS szekvencidjanak valtoztatasaval tetszéleges
DNS szekvencidkra iranyithatok. Publikaciéjukat honapokkal Doudna és
Charpentier el6tt kuldték be a Cell folydiratba, amely azt tudomanyos
értékelésre (peer review-ra) alkalmatlannak mindsitette. Masodik probalkozasra
- még mindig Doudna és Charpentier publikacidja elétt 2012 majusaban - a
Science juniusban, gyorsitott eljarasban a bekilildést kdvetéen 12 nap alatt
fogadta el, igy az 6 publikacidjuk el6bb jelenhetett meg, mint a litvan csoporté
augusztusban [23]. Sok kutatd véleménye szerint amennyiben a Nobel-dij a
célzott géneditalds egyszerli programozhatdsdgdért jart, Siksnys-t is dijazni
kellett volna.

Doudna, Charpentier és Sikénys munkai utan tobb kutatdcsoport is meglatta a
lehet6séget a CRISPR/Cas rendszerrel torténd genomszerkesztésben. Doudna
kutatdcsoportja a fent emlitett publikacidjuk utan nem egészen fél évvel késébb
megmutatta, hogy nemcsak in vitro, hanem emlds sejtekben is képesek a
genom hasitdsara [3]. Ebben viszont két csoport is megeldozte Oket egy
honappal: Feng Zhang [2], valamint George Church [4] kutatécsoportja
egyszerre publikaltdk eredményeiket a Science folydiratban. Az els6bbség a
CRISPR/Cas rendszer human sejtekben vald alkalmazasdban 6ket illette meg,
viszont a Nobel Bizottsag 6ket sem honoralta. Zhang, Church és Doudna utan
par héttel Jin Soo Kim csoportja is hasonlé eredményeket mutatott be [24],
valamint ezzel egy id6ben Keith Joung csoportja a zebrahal genomjat
modositotta a CRISPR/Cas rendszer segitségével [25]. Zhang, Church, Doudna,
Kim, Joung, valamint Liu csoportja az ezt kovetd években, élen jard
publikacidikban az emlds génszerkesztésre fokuszaltak és annak pontossagat,
hatékonysagat, valamint egyszer(ibb hasznalatat tették lehetové. David Liu
fejlesztette ki 2015-ben a bazisszerkesztés (base editing) [26], valamint 2019-
ben a prime editing technikakat [27], melyek a genom rendkivil pontos
szerkesztését tették lehet6vé annak kett6sszali hasitdsa nélkil. Ez utdbbi
technikdk is mind a CRISPR rendszeren alapulnak.
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A géneditalasra vonatkoz6 szabadalmi ,habord” 2013-ban robbant ki. Doudna
és a Berkeley Egyetem eredeti, 2012-es publikacidjukat kdovetbéen szabadalmat
nyUjtottak be, mig valamivel kés6bb Feng Zhang és a Broad Institute is. A Broad
Institute kifizette a szabadalmi hivatalnak a gyorsitott eljarasi dijat, igy az 6
szabadalmukat gyorsabban biraltak el, hidba késébb adtak be, mint Doudna és
a Berkeley. Igy elsé kdrben az eukariota géneditalasra vonatkozd szabadalom a
Broad Insitute-ot illette meg. A Berkeley erre egy ugynevezett interferencia
eljarast kezdeményezett, amely arrél szdélt, hogy eldbb beadott szabadalma
atfedésben van az utdbbival. Ezt a szabadalmi hivatal egy hosszu eljaras végén
elutasitotta, mondvan a szabadalmak eléggé kiilonbdznek. 2018-ban a Berkeley
birésdg elé vitte az Ugyet, ami a szabadalmi hivatal eredeti dontését
megerdsitette, de még nem volt végleges. A legutébbi déntés éppen a Nobel-
dijak kiosztasa el6tt szeptemberben tértént, amikor a szabadalmakat targyald
fellebbviteli tanacs kijelentette, hogy a Broad Institute els6bbséget élvez az
eukariota géneditaldsban, habar a Berkeley-nek (Doudna) és a Bécsi
Egyetemnek (Charpentier) itélte a rendszer egyik komponensére vonatkozo
szabadalmat. Ez a dontés sem végleges még, habar a szakértOk szerint a Broad
Institute helyzete szilardabb, mint a Berkeley-é és nehéz elképzelni, hogy
késObb masként dontsenek. A szabadalmi vita nagyon is érthetd, hiszen a
CRISPR rendszer gydogymodként valdé hasznalata mar a horizonton van, és az
ebbll szarmazd O6ridsi bevétel is sejthetd. Szamos mar tézsdén is jegyzett
biotechnoldgiai vallalat (pl. Editas Therapeutics, Intellia Therapeutics, CRISPR
Therapeutics, Beam Therapeutics) azt igéri, hogy a jovében ma még
gyogyithatatlan betegségekre fejlesztenek (j terapiat a CRISPR/Cas rendszer
segitségével.

Ezeknek a génterdpias eljarasoknak az alkalmazasi lehet6ségei még sok esetben
er0sen korlatozottak, els6sorban a megfelel6 Cas9 beviteli mddszer hianya, a
nem 100%-0s specificitds és a sok esetben alacsony editdlasi hatékonysag
miatt. Igy érthetd mddon az elsd fejlesztés alatt all6 CRISPR terapiakkal olyan
szomatikus sejteket céloznak meg, amelyek konnyebben hozzaférhetdek. Ilyen
maodon talan hamarosan gydgyithatova valik példaul a sarldsejtes vérszegény-
ség, a béta-thalassemia (ami sulyos vérzékenységet is okozhat), a szadmos
szervet érintd transthyretin amyloidosis (ATTR), a komoly |atasi problémakat
okoz6 Leber Congenital Amaurosis 10 (LCA10), illetve CRISPR géneditalas
segitségével fejlesztenék tovabb a daganatos sejtek CAR-T terapidjat is.

Szomatikus sejtekben a betegséget okozd génvaltozatok terapias célu
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megvaltoztatdsa csak az adott személy életére van hatdssal, igy bar sok
tekintetben eltérhetnek az eddig alkalmazott terapias maddszerektdl,
alkalmazasuk nem vet fel Ujfajta etikai és biztonsagi problémakat. A CRISPR-
alapu méddszerek biztonsagossaganak novelése és annak pontos megismerése
megvaltoztathatja a kockazatok és el6nyok egyensulyat, igy a nem tul tavoli
jovoben lehetségessé valhat az életminGséget enyhébben befolydsold
betegségek CRISPR terapiakkal tortén6 gydgyitasa is. Ezzel parhuzamosan nem
elképzelhetetlen, hogy a géneditdlast akar esztétikai célbdl, példaul a szem
szinének megvaltoztatdsara is haszndljak majd. A CRISPR-alapu terapiak
elterjedése - jelentds anyagi vonzataik miatt - varhatéan a meglévé tarsadalmi
ktilonbségek nodvekedésének iranyaba fog hatni, ami erdsitheti a modszer
hasznalataval szemben megfogalmazhatd etikai aggalyokat.

A szomatikus sejtek génterdpids modositasaval szemben az emberi csiravonal
genetikai allomanydnak mddositasat célzé CRISPR terapiak alkalmazasa
generaciérol generaciora oroklédo valtozasokat hoz létre, amely tovabbi komoly
etikai problémakat vet fel. Példaul, generdcids szinten maradandé mddo-
sitdsokkal hosszabb tavon nem veszélyeztetjlik-e a genetikai sokféleség jelent6s
csOkkentése miatt akar az egész emberi faj fennmaradasat? Belenyulhatunk-e
az utdodaink genomjaba az O hozzajaruldsuk nélkll? Egészen végletes,
falanszterszer(i elképzeléseket latva, ezekben a sziletendé gyermek emberi
meéltdsaganak elvesztését latjuk kockan forogni az egyének tulajdonsagainak és
személyiségjegyeinek bizonyos szempontlu tokéletesitésével. Bar technikailag
kivitelezhetd az 6rokl6do génmddositas alkalmazasa emberben, az erre irdnyuld
kisérletezés, az etikai problémak és a rendszer még nem bizonyitottan
biztonsagos alkalmazhatésaga miatt a vildg legtobb orszagaban tiltott vagy
er0sen korlatozott eljaras (https://www.coe.int/en/web/bioethics/oviedo-
convention). A megvaldsithatésdg és az alapvetd emberi kivancsisag alapjan
valamennyire mégis varhato volt, ugyanakkor sokkolta a vilagot, amikor 2018-
ban bejelentették az els6 génmaddositott csecsemdbk, egy ikerpar megsziiletését
Kindban [28]. Az eset hatalmas visszhangot valtott ki a tudomanyos k6zdsség-
bél, megkérddjelezve a procedura biztonsagossagat, a mddositas szikséges-
ségét, idoszerlségét és az egész eljaras orvosi és kutatodi etikussagat. Azéta
szamos kutatd és szervezet kampanyol egy globalis egyezmény kialakitasaért,
amely ugyan nem tiltand meg véglegesen a csiravonal klinikai mddositast,
azonban pontosabban szabdlyoznd azokat a feltételeket, amelyek kozoétt ez
majd megvaldsithato lesz [29].
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Természetesen az allatvilagot és novényvilagot érinté génmddositas esetén is
felmertlnek etikai kérdések. Az egyik ilyen f6 etikai probléma az un. gene drive
rendszerhez kapcsolddik. A mddszer sordn az adott él6lény csiravonalat ugy
madositjak, hogy a modositast tobb mint 50%-0s eséllyel adja tovabb az
utddainak, igy a kivant valtoztatas idGvel elterjed a populaciéban, fajban. A
malaria ezen modszert alkalmazva felszamolhaté lenne a gazda szinyog fajok
kiirtdsaval, egy olyan gén elterjesztésével, amely a ndéstény szunyogok
sterilitdsat okozza. Megszlintethetd lenne a Lyme-kor olyan mutans egér fajjal,
amely nem képes tovabbadni a koérokozét kullancsoknak. Az elsé esetben
allatfajok kiirtasaval csokkentjik a biodiverzitast, de mindkét mddszernek
lehetnek ellendérizhetetlen, elére nem latott hatasai az egész Okoszisztémara.
Bar az ember akaratlan és akaratlagos tevékenységeivel mar szamos névény és
allatfaj kipusztuldsahoz vagy kipusztulas kozeli allapotba keriiléséhez hozza-
jarult, a CRISPR gene drive rendszerek novekvO hatékonysagat latva ismét
felvetddik a kérdés, hogy belenyulhatunk-e visszafordithatatlan és drasztikus
maodon az 6koszisztémaba Ugy, hogy nem lathatjuk el6re az 6sszes lehetséges
kovetkezményt.

Kutatocsoportunk fontosabb eredményei

A genomszerkesztésért jard Nobel-dij kulonosen érdekes kutatdcsoportunk
szamara, ugyanis az elmult néhany évben elsGsorban a Cas nukleazok hasitasi
mechanizmusdanak megértésén és a hatékonyabb, biztonsagosabb alkalmaz-
hatdsaguk fejlesztésén dolgoztunk.

A CRISPR/Cas9 rendszer nagyon sok szempontbdl meghaladja a korabbi
rendszereket és lényegesen hatékonyabb genomszerkesztést tesz lehetdvé, de
szamos alkalmazasban korlatot jelent valtozé hasitasi hatékonysaga és valtozo,
néha alacsony specificitdsa. Kutatdécsoportunk egyrészt a legelterjedtebben
hasznalt SpCas9 nukleaz DNS hasitasi specificitdsanak novelésén, azaz az off-
target hatdsanak csOkkentésén dolgozik. Off-target hasitasnak nevezzik,
amikor a nukledz egy, a célszekvenciaval (on-target) csak részleges szekven-
cidlis egyezést mutatd szekvenciat is képes elhasitani (3.A abra). Az off-target
szekvencidk szama és az off-target hasitds mértéke targetenként valtozd, akar
5-6 bazis eltéréssel is rendelkezhetnek az on-targethez képest és egyelbre
nehéz 6ket in silico prediktalni. Ez problémat jelent szdmos kutatdsi és terapias
felhasznalds soran, és korlatozhatja a nukledz terapias célokra valé széleskorl
felhasznalasat is. A specificitas névelésére szamos kilonb6zé mddszert fejlesz-
tettek mar ki. Ezek kozll az egyik legigéretesebb megkozelités, az Ugynevezett
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megnodvelt pontossagu variansok létrehozasa. Az egyik kozelitésben ilyen

&N

SpCas9 komplexben koélcsonhatnak a kilénb6z6 nukleinsavakkal. A Joung
csoport a target DNS szallal (SpCas9-HF1) [30] vald kdlcsdnhatast valtoztatta,
a Zhang csoport a nem targetadlt DNS szdllal (eSpCas9) [31], mig a mi
csoportunk az iranyitdé RNS 5’ végével (Blackjack SpCas9)[32] koélcsdnhatd
aminosavakat modositotta. Hasonld mddon, de eltér6 logikat kévetve Doudna
kutatécsoportja a nukledz domén-domén kolcsonhatasaiban résztvevdé amino-
savakat valtoztatta meg (HypaCas9) [33]. A masik megkozelitésben szelekcids
rendszert hasznaltak a megndvelt pontossagu SpCas9-ek kifejlesztésére: az
evoSpCas9 élesztében [34], a Sniper [35] és HiFi [36] SpCas9-ek pedig
Escherichia coli baktériumban evolvaléodtak. Az ezekben a varidnsokban
talalhatd mutaciok tovabbi kombinalasaval szamos mas megnévelt pontossagu
varianst hoztak létre [32, 33, 37]. Eredményeink szerint ezek az SpCas9
variansok rangsorba allithatok noévekvd pontossaguk, illetve ezzel forditottan
aranyosan csokkend atlagos vagasi hatékonysaguk szerint [32, 33, 37]. Ez
kiléndsen fontos, mert azt taladltuk, hogy a célszekvencidk is rangsorolhatdk,
aszerint, hogy a pontossagi sorrend melyik varidnsa képes még hasitani dket.
Tehat minden targethez meg kell keresni azt a legnagyobb pontossagu varianst,
amely még képes hatékonyan vagni a célszekvenciat, amennyiben az off-target
mentes editdlds fontos. Ugy gondoljuk, hogy ez egy nagyon lényeges
paradigma-valtas lesz, mert kordabban minden csoport azt a varianst kereste,
amely minden targetet hatékonyan és off-target mentesen tud vagni. Azonban
sajnos a targetek hasithatdésagi kilonbségei miatt nem lehetséges ilyen
optimalis, ,,szuper” SpCas9 fehérje |étrehozasa. Ezért eldllitottunk egy névekvo
pontossagu nukleaz varidnsokbdl all6 sort, mely segitségével konnyebb
megtalalni az optimalis nukleaz varianst mindegyik targethez.

A legtobb megnovelt pontossagu SpCas9 varidns esetén az egyik komoly
akadaly a fehérjék lényegesen csokkent hasitasi hatékonysaga 5'G-vel
meghosszabbitott irdnyitd RNS-sel (az 5'G a spacer 21. bazisa), ami miatt nem
hasznalhatdéak rutinszerlen ilyen méddositott iranyitd6 RNS-ekkel. Ennek azért
van jelentésége, mert az iranyitd RNS expresszaldasahoz leggyakrabban hasznalt
U6 és T7 promodterek az expresszalandd szekvencia 5’ végén egy G (esetleg A)
kezdd nukleotidot preferdlnak a hatékony és pontos atirdshoz. Egy 5'G
meghosszabbitdssal a nem purinnal (C és T) kezdd0d6 targetek is elérhetdvé
valnak (3.B abra). Erre kindlnak megoldast a csoportunkban létrehozott
Blackjack megndvelt pontossagu SpCas9 fehérjék (jé szivvel ajanljuk a
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Blackjack SpCas9, eSpCas9-plus és SpCas9-HF1-plus hasznalatat azoknak, akik
alkalmazdsaikban a vad tipusu, illetve az e- vagy SpCas9-HF1 variansokat
terveznék hasznalni), amelyek leirdsat idén publikdltuk a Nature
Communications szaklapban [32]. A Blackjack mutaciék neve a 21. 5'G
nukleotidra utal.

A

DNSIEI:EI:I< fian

DNS target A

PAM
YV __motivum

NGG
FTTTTTTT1

SpCas9
fehérje

iranyité RNS

PAM
YV __motivum

DNS]:I:I:EEIfE N cinnnnmnnn

DNS target A

SpCas9
fehérje

iranyité RNS

3. abra. A target DNS-hez kotott Cas9 nukleaz komplex sematikus abraja. A) Off-target
hasitas esetén a spacer szekvencia részben elter a target DNS-tol, a mismatch-ek pirossal
vannak jelélve. B) Az iranyité RNS 5’ vége egy extra 21.G nukleotidot tartalmaz.

Az SpCas9 rendszer masik komolyabb limitacidja, hogy a nukledz hasitasi
hatékonysaga célszekvenciardl célszekvenciara valtozik. Jelent6s eldnnyel
szolgdlna, ha meg tudnank jésolni, hogy mely szekvencidkat képes hatékonyan
hasitani a Cas9 fehérje. Ezért csoportunk létrehozott egy on-target hasitasi
hatékonysagot prediktalé algoritmust az SpCas9-HF1 megndvelt pontossagu
varians aktivitdsanak joslasara. A moddszer, amelyet ehhez kifejlesztettiink,
lehet6vé tette egy, az eddig vizsgalt konyvtarakhoz képest jelentésen nagyobb,
egymillid célszekvenciat tartalmazé konyvtar vizsgalatdt Escherichia coli
baktériumban egy 6nmagat vago iranyitdé RNS varians hasznalataval [38]. A
maddszer reményeink szerint széles kdrben alkalmazhaté mas SpCas9 variansok
és egyéb ortolég fehérjék célszekvencia preferencidjanak prediktaladsara. A
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hasitasi hatékonysagok célszekvencia fliggésének jobb megértéséhez fejlesztés
alatt all egy médszerink in vitro kérnyezetben is.

Csoportunk az SpCas9 nukledz jelenlegi legjobb alternativajanak tekintett
Casl12a fehérjékkel is behatébban foglalkozik [39, 40]. A Casl2a fehérjék
szamos eldonylk ellenére korldtozottan hasznalhatéak, mert elérhet6 target
szekvenciadik ritkabban fordulnak el6 hosszabb, 3-4 nukleotidos PAM szekven-
cidjuk miatt. Létrehoztuk az improved LbCas12a varianst (impLbCas12a), amely
a létez6 Lachnospiraceae baktériumbodl szarmazdé Casl2a variansok koziul a
legmegengeddbb PAM szekvenciaval rendelkezik, ezaltal a legtobb célszekvencia
hasitdsara alkalmazhato [41]. Aktivitasa 6sszemérhetd a parhuzamosan fejlesz-
tett enAsCas12a valtozatéval (Joung csoport fejlesztése) [42], emellett azonban
atfed6, de részben kilénb6z6 PAM és célszekvencia preferencidakkal rendel-
keznek. Az impLbCas12a hasznalata ugyanakkor elénydsebb hidegvér(i fajokban
és novényekben, mivel a fehérje mas Casl2a ortolégokhoz képest alacsony
hémérsékleten is magas aktivitast mutat.

Az elmult évek Uj CRISPR attérése a base editing [26, 43] és a prime editing
[27] mddszerek kifejlesztése. Mindkét technika kett6sszal torés nélkil képes
bazispar pontossaglu genom madositasra, bar még sokszor alacsony hatékony-
saggal és nem elhanyagolhatd nem kivanatos inszerciok és delécidok (indel)
mellett. Nagyszamu U(j base editor varianst fejlesztettek ki az els6 publikaciot
kovetd rovid idOszak alatt a rendszer hatékonysaganak és specificitdsanak
novelése céljabdl [44]. Azonban ezen varidansok hasznossagat szisztematikus
osszehasonlitasuk hidnyaban nehezen lehet felmérni. Olyan tesztrendszereket
hoztunk létre, amelyek fluoreszcencia valtozason keresztlil mérik a base editor
variansok aktivitasat és alkalmasak base editorok nagyszamu célszekvencian
torténd gyors és szisztematikus Osszehasonlitasara. A kifejlesztett modszerek
segitségével jelentésen csokkentett indel hattér mellett is tudunk hatékony
bazis editalast (és a legUjabb fejlesztésli moddszert, prime editalast is)
végrehajtani [45].

Ezekben az alapkutatasi és mddszer fejlesztési munkakban szerzett
tapasztalataink transzgenikus sejtmodellek |étrehozasdaban és preklinikai
eljarasok fejlesztésében is nagyon hasznosnak bizonyultak. Az egyik ilyen
altalunk létrehozott sejtmodell, az endogén vimentin-GFP flzids fehérjét
expresszallé sejtek fluoreszcens mikroszkdéppal készilt képe (a fotot Bartos
Zsuzsa készitette) lathatd a Biokémia Ujsdag mostani szamanak cimlapjan.
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Meggy06z6déslink, hogy a Nobel-dij odaitélése ,egy génszerkesztési mddszer
kidolgozasaért” nem a vége, hanem még csak az elsé fejezete a CRISPR és a
genomszerkesztés torténetének.
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Kulcsar Péter Istvan 2013-ban szerzett vegyész MSc diplomat az ELTE-n.
2019-ben summa cum laude minésitéssel PhD fokozatot kapott az SZTE AOK
Multidiszciplindris Orvostudomanyok Doktori Iskola hallgatdjaként, Welker
Ervin témavezetésével. Doktori értekezésének témdja az uj, megnévelt
pontossagu SpCas9 variansok létrehozasa volt. 2020-ban elnyerte a Bolyai
Janos Oszténdijat.

Talas Andras az ELTE TTK-n végzett molekularis biolégusként. Jelenleg a
Semmelweis Egyetem Molekuldris Orvostudomanyok Doktori Iskoldjaban
végzbs PhD hallgaté. Doktori értekezésének témdja a Cas9 nukledzok szek-
vencia specificitasanak meghatdrozasa az éltala kidolgozott mddszerekkel.
Jelenlegi kutatasi teriilete a legujabb CRISPR eszk4zdk, a bazisszerkesztés és
a prime editing technikak fejlesztése, valamint uj detekciés eljarasok kidol-
gozasa.

Huszar Krisztina az ELTE TTK-n végezte tanulmanyait, ahol bioldgus diplomat
szerzett genetika alszakiranyon. PhD munkdjat az ELTE Biologia Doktori
Iskolajaban végzi. Kutatasi terilete a CRISPR/Cas9 rendszer mukodesenek
vizsgalatan belil az iranyité RNS és a Cas9 fehérje kapcsolatat és a komplex
mikddését befolyasolo tényezok vizsgalata.
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A Nobel-dijat éré genetikai ollé

Varga Eva alap- és mesterképzéses tanulmanyait az ELTE Biologia szakan
végezte Molekuldris, Immun- és Mikrobioldgia szakiranyon. Doktori tanul-
manyait az SZTE AOK Multidiszciplingris Orvostudomanyok Doktori Iskolaban
végzi. A CRISPR/Cas rendszerek fejlesztésével foglalkozik: uj Casl2a base
editorok fejlesztésével az altala létrehozott rendszerben, valamint mutaciot
hordozo Gssejtek allélspecifikus gyogyitasanak megvalos:tasan dolgozik.

Krausz Sarah Laura tanulmanyait az ELTE bioldgia alap- és mester (Mole-
kularis, Immun- és Mikrobioldgia szak/rany) szakan vegezte 2016-ban nyert
felvételt a Semmelweis Egyetem Molekularis Orvostudomanyok Doktori Iskola-
janak PhD programjaba. PhD témdaja a Cas9 nukledzok off-target hatdasanak
csOkkentése, a munkat Welker Ervin témavezetésével a TTK Enzimoldgiai
Intézetben végzi.

Toth Eszter az ELTE TTK biolégus szakan tanult, ahol 2008-ban bioldgus
diplomat szerzett idegtudomany és humanb/olog/a alszakiranyon. 2008-tdl
allami 6sztondijasként vett részt az ELTE Bioldgia doktori iskolajanak Moleku-
laris Sejt- és Neurobioldgia Programjaban. Doktori fokozatat 2015-ben szerez-
te summa cum laude minésitéssel, értekezésének cime: ,A Shadoo fehérje
sejtszintli lokalizacidja és trafﬁc-]e” Jelenleg a CRISPR/Casl2a nukleazok,
valamint CRISPR/Cas9 alapu, off-target mentes és allélspecifikus terap/as
megoldasok fejlesztésén dolgozik.

Welker Ervin 1987-ben szerezte PhD fokozatat a human multidrog rezisz-
tencia fehérje szerkezet-hatds &sszefliggéseinek vizsgalata alapjan Varadi
Andrds és Sarkadi Baldzs témavezetésével. Hét évet toltétt a Cornell Egyete-
men, Harold Scheraga laboratoriumaban, a fehérjefeltekeredés kérdéseit vizs-
ga/va 2006-tol 2010-ig HHMI international scholar volt. Az MTA doktora cimet
2008-ban nyerte el, egydoménes fehérjék oxidacids feltekeredésérdl irta
dolgozatat. 2015 éta dolgozik kutatécsoportja a CRISPR nukledzok mikédési
mechanizmusanak megértésén és Uj géneditalé modszerek kifejlesztésén.
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A FEM NANORESZECSKEK
ES A HISZTON- DEACETILAZ INHIBITOROK
TUMORELLENES HATASANAK SOKSZINUSEGE

Igaz Nora és Kiricsi Monika
Szegedi Tudomanyegyetem, TTIK,
Biokémiai és Molekularis Biologiai Tanszék

Osszefoglalas

A nanotechnoldgia fejlddése révén szamos (j diagnosztikai és terapias megko-
zelitésre nyilt lehet6ség, melyek a jovoben forradalmasithatjdk a rakos meg-
betegedések klinikai kezelését. Terapias szempontbdl az arany (AuNP) és az
ezlist nanorészecskék (AgNP) kilonleges tulajdonsagai is jol kihasznalhatok
lehetnek: arany nanorészecskéket terapias molekuldk szallitasara, radioszenziti-
zacidra, ezlist nanorészecskéket egyedi apoptotikus tulajdonsagai miatt alkal-
mazhatndk a rakos sejtek elpusztitasara. A hiszton-deacetilaz enzimek (HDAC)
gatloszerei a fehérjék acetilacidos mintazatanak befolydsolasan keresztil szamos
sejtbioldgiai folyamatot modulalhatnak. A hiszton fehérjék acetilacidjanak nove-
lésén at nyitottabb kromatin szerkezetet alakitanak ki, mellyel a DNS sebez-
het6ségét is novelik. Munkank soran AgNP, AuNP és HDAC gatlok kombina-
cidjanak tumorellenes hatasait vizsgaltuk in vitro sejtkultirdkon. Megallapi-
tottuk, hogy az AgNP és a HDAC inhibitor Trichostatin A szinergista modon
csOkkentik a tumoros sejtek életképességét és egylttes alkalmazasuk
szignifikansan noveli a DNS kettdsszalu torések szamat. Az AuNP és a HDAC
gatld szuberoil-anilid-hidroxamsav (SAHA) egyittes alkalmazasakor radioszen-
zitizald képességik jelentdsen megnd, mivel az igy kezelt tumoros sejtek
koldniaformald képessége csokken, a DNS karosodas mértéke viszont jelentésen
megno irradiaciot kovetéen. A HDAC inhibitor altal kialakitott nyitottabb kroma-
tin szerkezet a DNS-t valdszinlleg hozzaférhetobbé teszi az AgNP altal indukalt
oxidativ stressz és az AuNP segitségével felerbsitett, az ionizaldé sugarzas altal
okozott karositd hatdsok szamara.

Bevezetés

Az elmult évtizedben jelent6s alap- és transzlacidés kutatasi aktivitds dsszpon-
tosult a nanoméret(i anyagok orvosbioldgiai, elsddlegesen diagnosztikai és
terdpids alkalmazhatdésaganak feltérképezésére, am ezen belll is, a legjelentd-
sebb eréfeszitéseket az onkoldgiai célu kutatdsokba fektették. Ennek hatterében
- részben legalabbis - a nanotechnoldgia jelent0s fejlédése all, mivel Uj
eredményeinek kdszénhetden innovativ stratégidk jottek létre a rakos megbete-
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gedések kezelését célzo fejlesztésekben is [1]. A nanotechnoldgia olyan
anyagok szintézisével, kémiai, fizikai, anyagtudomanyi karakterizalasaval foglal-
kozd diszciplina, melyek a nanométeres mérettartomanyba esnek. Ebben a
mérettartomanyban (legfoképpen 1-100 nm kdzo6tt) az anyagoknak nem csupan
a fizikai-kémiai jellemz0i, de a bioldgiai rendszerekkel kialakitott kdlcsonhatdasai
is megvaltoznak, ami oridsi lehet0ségeket rejthet az orvostudomany szamara is.
Ennek a munkanak az eredményeként jonéhany ,nano-anyag” és ezt alkalmazo
onkoterapias kezelési eljaras kerillt klinikai vizsgalati fazisba [2]. Annak
ellenére, hogy ezek jelentdsebb része a liposzOmaba csomagolt kemoterapias
hatdéanyag bejuttatasat célozta meg, a kdézelmultban tébb mas kémiai dssze-
tétell, foként fémalapu nanostruktura kerilt a figyelem koézéppontjaba, mivel a
kisérletes kemoterdpids vizsgalatok alapjan igéretes és hatékony anyagoknak
bizonyultak. Ezek kozil a vegylletek kozll a legszélesebb korben az ezist
(AgNP) és arany (AuNP) nanorészecskéket ismerik. Bar az AgNP-k
ismertségliket els6sorban a mar bevalt antimikrobidlis hatasaikkal érdemelték ki
[3], ennek ellenére a mikrobidlis korokozék mellett mas, akar eml6s sejtekkel
szemben is egyedulalld citotoxikus aktivitast fejthetnek ki, amely tulajdonsaguk
megalapozhatja felhaszndlasukat a tumorterapiaban is.

Az ezlst nanorészecskék terdpids potencidlja egyedlldlldé mddon arra a
jelenségre tamaszkodik, melyet ,Tréjai falé mechanizmus” névvel illetnek [4, 5].
Ennek hatterében az all, hogy az AgNP-t fOoként endocitdzissal veszik fel a
tumoros sejtek, majd az internalizalt részecskék felszinérél a kés6i endoszoémak-
ban, lizoszomakban a savas kornyezet hatasara reaktiv ezlist ionok szabadulnak
fel, amelyek révén reaktiv szabadgyokok termelése indukaldodik, és ez végil
oxidativ stresszhez és apoptdzishoz vezet. Hogy a sejtek a nanorészecskék
felvétele soran milyen endocitétikus mechanizmust alkalmaznak, az fligg a
nanorészecskék méretétdl, alakjatél, fellleti toltésétdl, hidrofdbicitdsatdl és a
részecske felszinére tapadd fehérjéktdl, azaz az un. protein koronatodl is, és
természetesen a kérdéses sejt tipusatél [6, 7].

Az ezlst részecskékhez képest az arany nanorészecskék (AuNP) gyakorlatilag
inertnek tekinthet6k, nem mutatnak kiléndsebb citotoxikus hatast az eml6s
sejteken. Viszont az AuNP-nek, ahogy minden fém nanorészecskének, kis
mérete és az extrém nagy fajlagos fellilete jol kihasznalhaté lehet az onko-
terdpids eljarasokban. A nanorészecskék felszine ugyanis valtoztathatd, igy

« 7 s

hatjuk a nanorészecskék bioldgiai hatasait. Ezzel a mddszerrel nem csupan a
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nanorészecskéket irdanyithatjuk célzottan a rakos sejtekhez, de a felszinikre
kapcsolt kemoterdpids gyodgyszermolekuldkat is, igy novelhetjik a terapia
tumorspecifitasat [8]. Emellett az ,aktiv tumor-célzé” hatds mellett, a nano-
részecskék , passzivan”, specifikus funkcionalizalé csoport nélkil is, felhalmo-
zédhatnak a tumorokban. A szervezetben kering6, 5-100 nm mérettartomanyba
esO nano-anyagoknak ezt a kivételes farmakokinetikai viselkedését a tumoros
szovetek megnodvekedett ateresztéképességének és retencidjanak, az un. EPR
(enhanced permeability and retention) hatasnak tulajdonitjak, melynek hatteré-
ben a daganat egyedi vaszkularizacidja, a fenesztralt endotél és a bazalis
membran sajatos rendellenességei allnak [9, 10].

Ugyan a nano-hordozé funkcid igen nagy jelentéséggel bir a kemoterapias
agensek célbajuttatasakor, egyes fém nanorészecskék, mint az AuNP, a foto-
termalis tumorterapias eljarasokban is kivaldan felhasznalhatdk, ahol a kialakuld
lokalis hipertermia a rakos sejtek eliminaldsat indukalja [11]. De az arany
nanorészecskék radioszenzitizalé jellege is kiaknazhatd ionizalé sugarzassal
kombinaciéban alkalmazva [12]. Ez utdbbi képesség annak tulajdonithatd, hogy
irradiacié hatdsara a nanorészecske arany atomjainak elektronhéjairdl a ger-
jesztés kovetkeztében tobbféle reaktiv elektron |éphet ki, melyek mas nano-
részecskékben is kivalthatnak elektron felszabaduldst, ionizaciét vagy szabad-
gyok képzddést okozhatnak, igy erGsitve a sugarkezelés hatasat [13, 14].

A hisztonok és mas fehérjék reverzibilis poszttranszlacios acetilacios modosi-
tasat katalizaljak a hiszton-acetiltranszferaz és a hiszton-deacetilaz (HDAC)
enzimek. A hisztonok esetében leggyakrabban a fehérje N-terminalis végén
taldlhatd lizin aminosav oldalldncokon torténik acetilacié, mely gyengiti a
hisztonok és a DNS kozotti elektrosztatikus kolcsonhatast, ezaltal egy lazabb,
relaxaltabb kromatinszerkezet jon létre. A nyitottabb kromatinstruktira hozza-
férhetObbé teszi a DNS-t a transzkripcids faktoroknak, szabalyozé fehérjéknek,
de akar a DNS-t karositd hatasok szamara is [15]. A HDAC enzimek aktivitasa
viszont az acetil-csoport eltavolitdsa révén egy szorosabban csomagolt,
kompaktabb kromatinszerkezet kialakulasahoz vezet. A legtobb HDAC enzim
aktiv centrumaban Zn?* ionokat kot, ezért olyan vegyiletek, mint egyes
hidroxamsavak - pl. a szuberoil-anilid-hidroxamsav (SAHA) és a Trichostatin A
(TSA) - nagy Zn?*ion-koto6 affinitasuknak koszonhetden képesek az dsszes Zn?*
filggd HDAC enzimet gatolni [16]. Egyes HDAC inhibitorokrdl mar ismert, hogy
csokkentik a tumorok progresszidjat, a DNS hibajavitast, és apoptozist
indukalnak mitokondridlis és oxidativ stressz révén [17, 18]. A HDAC inhibitorok
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idedlis alkalmazdsa mas kemoterapias szerekkel kombinaciéban vagy sugar-
terdpidval kiegészitve képzelheto el leginkabb, igy mas tumorellenes aktivitassal
rendelkez6 anyagok, mint a fém nanorészecskék, potencidlis terapids partnerei
lehetnek.

Ezért kisérleteink soran azt tanulmanyoztuk, hogy az ezlst és arany
nanorészecskék a HDAC inhibitorokkal kombinacidban alkalmazva felerdsitik-e
egymas tumorellenes hatdsat és képesek-e noévelni a tumorterdpia
hatékonysagat.

Mddszerek

A nanorészecskék szintézise, karakterizalasa

A citrattal stabilizalt ezlist és arany nanorészecskéket az SZTE Alkalmazott és
Kornyezeti Kémiai Tanszékén allitottak eld tobblépésben, kémiai redukcids
eljarassal, 1%-o0s ezist nitrat, illetve hidrogén-tetrakloro-aurat oldat, 0,1%-o0s
natrium-borohidrid és 1%-0s natrium-citrat oldat felhasznaldsaval. A nano-
transzmisszios elektronmikroszképpal (FEI Tecnai G2 20 X, FEI Corporate
Headquarters, Hillsboro, OR, USA), Zetasizer Nano ZS (Malvern, Worchester-
shire, UK) készllékkel és UV-Vis spektrofotométerrel (Ocean Optics 355 DH-
2000-BAL UV-Vis spektrofotométer, Halma PRC, Largo, FL, USA) tanulmanyoz-
tak. A karakterizalas eredményeképpen megallapitottak, hogy egy atlagosan 35
nm nagysagu AgNP-t tartalmazé kolloidot és egy atlagosan 10 nm-es nagysagu
arany nanorészecskéket tartalmazé kolloid oldatot kaptak, amely mintak
spektralis tulajdonsagai alatamasztottak a nanorészecskék jelenlétét. A részecs-
kék nagyjabdél gomb alakuak, nagy negativ fellleti toltéstiiknek megfeleléen
stabilaknak tekinthet6k.

Sejtkultdra

Eredményeinket HelLa human cervikalis karcindma és A549 human tido
adenokarcindoma sejteken mutatjuk be, de a kisérleteket elvégeztik U20s
human oszteoszarkdma, 4T1 egér-eredetli emlb6karcindma, NIH-3T3 egér
fibroblaszt, human prosztatardkos sejtvonalakon (DU-145 és PC-3) és MCF-7
human emlé adenokarcindma sejteken is. A sejtek tenyésztésekor 1 g/l glikéz
tartalmd DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) médiumot hasznaltunk
(HelLa, U20s és NIH-3T3 sejtek esetén), amit 5% (HelLa sejtek esetén) vagy
10% borjuszérummal (FBS), 2 mM L-glutaminnal, 0,01% sztreptomicinnel és
0,006% penicillinnel egészitettiik ki. RPMI 1640 (Roosevelt Park Memorial
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Institute 1640) médiumban tenyésztettik a 4T1, A549, DU-145, PC-3 és MCF-7
sejteket, ezt a tapoldatot 10% FBS-sel, 2 mM L-glutaminnal, 0,01%
sztreptomicinnel és 0,006% penicillinnel egészitettiik ki. A sejteket 37 °C-os
inkubatorban 5% CO, és 95% paratartalom mellett tartottuk fent.

Irradiacio

Az irradiaciét a SZTE Onkoterapias Klinikajan Dr. Varga Zoltdn és Prof. Dr.
Hideghéty Katalin végezte. A mintakat 6 MeV energiaju fotonnal sugaraztak be,
a 2 Gy sugardodzis alkalmazasa esetén 1 percig, mig a 4 Gy sugardozis adasa
soran 2 percig. A fotonokat Primus linearis gyorsitd (Siemens Healthcare GmbH,
Erlangen, Németorszag) segitségével allitottak eld.

Viabilitas, kombinacios index

A kezeletlen, és a nanorészecskével, valamint a HDAC inhibitorral, illetve ezek
diphenyl tetrazolium bromide) modszerrel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
hataroztuk meg. A vizsgadlathoz 10000 db HelLa sejtet, illetve 5000 db A549
sejtet osztottunk ki 96-lyuku lemezekbe. Masnap 0; 15; 30; 45; 60 nM TSA-val,

« 7 s

« 7 s

AuNP/SAHA-kezelt mintakat 24 6ra mulva 2 Gy ionizald sugarzasnak tettliik ki.
A mintakat mosast kovetéen 0,5 mg/ml MTT reagenssel (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) 1 o¢ran at inkubaltuk, a kristdlyos formazant dimetil-
szulfoxidban (DMSO) oldottuk, majd a mintdk abszorbancidjat 570 nm-en
megmeértik (Synergy HTX, Biotek, Winooski, Vt, USA). A kombinacios kezelések
utan CompuSyn Szoftver segitségével meghataroztuk a kombinacids indexeket
az effektiv dozis (ED) 50, ED75, ED90 és ED95 értékeknél kapott indexek atlaga
alapjan.

DNS karosodas detektalasa yH2AX immunfestéssel

« 7 s

« 7 s

DNS karosodas mértékét yH2AX immunfestéssel. A foszforildlt H2AX hiszton
(YH2AX) a DNS kett6sszalu torések megjelenésekor alakul ki, ezért a DNS
karosodas egyik markerének tekinthetd. A mintakat a besugarazast kovetbéen 1
oraval fixaltuk 4%-os formaldehidben. A sejteket yH2AX elsddleges antitesttel
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(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, 1:300 higitas) majd Alexa 488
fluorofér konjugaltatott masodlagos ellenanyaggal (Invitrogen, 1% BSA-ban
1:600 aranyban higitva) inkubaltuk. A sejtmagokat DAPI (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA, 300 nM) vagy Hoechst 33342 festékkel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)3,25 upM) tettlik lathatéova, és Olympus FV10i
(Olympus, Tokid, Japan) konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk. Meghataroztuk
egyrészt a YH2AX-pozitiv sejtek aranyat, masrészt a pozitivan fest6do sejteken
belil a yH2AX fbékuszok szamat. A statisztikai analizist GraphPad Prism 6
szoftverrel végeztik.

Koldniaformalo képesség

Az irradiadcid hosszU tavu karositd hatasainak, és az AuNP és a SAHA
radioszenzitizald képességének megallapitasa céljabdl a sejtek koldniaformald
képességét detektaltuk. Ennek érdekében 6x10° db sejtet osztottunk Ki
sejttenyésztd flaskaba, majd 6,8 uM AuNP-vel, 0,1 uM SAHA-val vagy a kett6
irradiaciénak vetettiik ala. Masnap, tripszin kezelést kovetéen, mintanként 700
db sejtet osztottunk ki 6-lyukl lemezekbe. A sejteket 10% FBS tartalmu
tapfolyadékban tartottuk. A kialakuld kolénidkat noni hagytuk, majd egy hét
mulva metanol-aceton (7:3) elegyében fixaltuk. A koldnidkat 25%-os
metanolban oldott kristalyibolyaval festettlik, szamoltuk és az adatokat a nem-
irradialt kezeletlen kontrollhoz viszonyitottuk. A statisztikai analizist GraphPad
Prism 6 szoftverrel végeztik.

Eredmények

Mind az ezist, mind az arany nanorészecskéket a tumorsejtek felveszik és a
HDAC gatlok is bejutnak a sejtekbe. A nanorészecskék jelenléte nem
befolyasolja a HDAC gatlék miikodését, azok hatasara nagy mennyiség(i aceti-
lalt-lizin detektalhatd és megnd a poszttranszlacidosan acetildlt H3, illetve H4
fehérjék aranya mind a HelLa, mind pedig az A549 sejtekben [19, 20]. Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy a HDAC gatlok jelenlétében valéban egy nyitottabb,
tamadhatdbb kromatin szerkezet alakul ki ezekben a tumorsejtekben.

MTT modszerrel vizsgaltuk az AgNP és a TSA kezelés hatdsat Hela sejtek
viabilitdsara. A nanorészecske és a HDAC gatld minden kombinaciéban (4 uM
AgNP + 30 nM TSA, vagy 6 uM AgNP + 45 nM TSA, vagy 8 uM AgNP + 60 nM
TSA) szignifikansan csokkentette a HelLa sejtek életképességét a kontrollhoz és
a csak AgNP- vagy a csak TSA-kezelt sejtekéhez képest (1. abra). Meghataroz-
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tuk az IC,, értékeket, mely azt a koncentraciét adja meg, amellyel térténd
kezelés hatasara a sejtek életképessége 50%-ra csokkent. Az AgNP esetében az
IC., 8,15 yM, mig TSA esetében 63,91 nM volt 72 6ras kezelést kdvetben.
Megallapitottuk a kombinacids indexet (CI) is, mely 0,33-nak bizonyult, ami erds
szinergizmusra utal az AgNP és a TSA hatasa kozott. A tovabbi kisérleteinkben
az AgNP-t 6 UM, a TSA-t 45 nM koncentracidban alkalmaztuk 24 6ras kezelések
soran Hela sejteken.

AgNP (uM)
0 2 4 6 8
150 - - - -
_ - TSA -+ AgNP —= TSA + AgNP
X
72
©
'S
3
>

TSA (nM)

1. abra. Az eziist nanorészecskék (AgNP) és a Trichostatin A (TSA) hatasa a Hela
sejtek viabilitasara. Az AgNP és a TSA kombinaciojaval kezelt Hela sejtek viabilitasa
szignifikdnsan csékkent az AgNP és a TSA kiilén-kilén térténé alkalmazasahoz viszonyitva.
Kétszempontos ANOVA Tukey-féle tébbszérés Osszehasonlitdas, **: P érték < 0,01; ***:
P érték < 0,001, ***x*: p érték < 0,0001.

A DNS karosodas mértékét yH2AX festéssel vizsgaltuk az AgNP-vel, TSA-val
mértékben megndétt a YH2AX fékuszok szama a pozitivan fest6dd sejtekben a
kontroll mintdahoz képest, viszont a TSA 6nmagaban nem valtott ki jelentésebb
DNS karosodast. Viszont ha a HelLa sejteket AQNP és TSA egylttesével kezeltik,
az szignifikdnsan megnovelte a yH2AX fdékuszok szamat nem csupan a
kontrollhoz, de az AgNP, vagy TSA kezeléshez képest is (2. dbra). Feltehetbleg
a DNS jobban tamadhaté az AgNP felszinérdl levald ezlist ionok és a keletkez6
reaktiv oxigén gyokok szamara a HDAC gatlé TSA hatdsara kialakuld nyitottabb
kromatin szerkezet miatt, amely DNS kett6sszalu toréseket eredményez és
apoptotikus sejthaldlt indukal.

A masik nanorészecske és HDAC gatld, azaz az AuNP és a SAHA hatasait is
megvizsgaltuk irradiacié mellett és anélkil A549 sejteken. A besugarazatlan
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mintdak esetén sem az AuNP, sem a SAHA, sem a kett6 kombinacidéja nem
okozott viabilitas csokkenést az alkalmazott koncentraciokban 72 ora inkubaciot
kovetoen.
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2. abra. Az eziist nanorészecskék (AgNP) DNS karosité hatasa Trichostatin A-val (TSA)
kombinacioban torténé alkalmazas esetén. Bal oldal: Reprezentativ képek a kezelések
hatasara kialakuld DNS kettésszalu térések szamanak valtozasarol. Piros: DAPI festés, mely a
sejtmagokat jeldli, zold: yH2AX fokuszok, melyek a DNS kettbsszalu téréseket jeldlik. Scale bar:
50 um. Jobb oldal: A yH2AX fékuszok szama szignifikansan nagyobb az AgNP és TSA egyiittes
alkalmazasat kévetéen, mind a kezeletlen mintahoz, mind a TSA-val, illetve az AgNP-vel kezelt
seJtekhez képest. Egyszempontos ANOVA, Tukey-fele tobbszéros dsszehasonlitds ***: P érték
= 0,0006, ****: p érték < 0,0001.

Viszont amennyiben sugarterapiaval (2 Gy dozis) is kombinaltuk az AuNP és
SAHA expoziciét, akkor az AuNP+SAHA kezelt A549 sejtek szignifikdnsan
alacsonyabb viabilitast mutattak az AuNP-, illetve a SAHA-kezelt mintakéhoz
képest (3. abra).

A549
150+
. @8 AuNP
- N S e B SAHA
1004 - B AuNP+SAHA
b
S 50-
S
0-
AuNP (uM) 0 6.8 34 68
SAHA (uM) (] 0.1 0.5 1

3. abra. Az arany nanorészecskék (AuNP) és a szuberoil-anilid-hidroxamsav (SAHA)
kombinacios kezelés hatasa a tumoros sejtek viabilitasara irradiaciot kovetéen. A 2 Gy
sugardodzisnak kitett, AuUNP+SAHA kezelésben részesiilt sejtek életképessége szignifikansan
alacsonyabb volt a csak AuNP- vagy csak SAHA-kezelt, besugarazott mintakhoz képest.
Kétszempontos ANOVA Tukey-féle tébbszdrés osszehason//tas *: P érték < 0,05; **: P érték <
0,01; **: P érték < 0,001, ****: p érték < 0,0001.

BIOKEMIA
XLIV. évfolyam 4. szam 2020. december
52



I TUDOMANYOS CIKK Igaz Néra, Kiricsi Monika

CompuSyn szoftver segitségével meghataroztuk az A549 sejteken mért
viabilitasi adatok alapjan az AuNP+SAHA parra a CI értéket, mely 0,41-nek
bizonyult. Ez az 1-nél joval kisebb értékli CI érték kilonésen erds
szinergizmusra utal.

I Kontroll
. B AuNP
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A \§ B AuNP+SAHA
< -E 150
: LA ‘ s
AUNP | | E
E
€
SAHA S
>
o
o
Sugardoézis (Gy)

AUNP+SAHA |

4. abra. Az aranynanorészecskék (AuNP) és szuberoil-anilid-hidroxamsav (SAHA)
kombinacidéjanak radioszenzitizalo hatasa A549 sejteken. A 2 Gy vagy 4 Gy sugardozis-
nak kitett, AUNP és SAHA kombinaciéjaval kezelt sejtek koldniaképzé képessége szignifikansan
cs6kken a besugarazott kezeletlen, az AuNP, illetve a SAHA kezelésben részeslilo sejtekhez
képest. Kétutas ANOVA Tukey-féle tébbszoris 6sszehasonlitas, *: P érték < 0,05; **: P érték <
0,01; ****: p érték < 0,0001.

Azt, hogy az AuNP és SAHA kezelés radioszenzitizalé hatast fejt-e ki, az A549
sejtek koldniaképzd képességének vizsgalataval és a DNS kettOsszalu torések
mértékének meghatarozasaval tanulmanyoztuk. Ahogy az varhatd volt,
irradiacié nélkiul a 6,8 uM AuNP vagy 0,1 uM SAHA kezelésben részeslilt és az
ezek kombinacidjanak kitett (AuNP+SAHA) A549 sejtek altal képzett kolonidk
szama nem mutatott jelentosebb eltérést a kezeletlen mintdban kialakult
kolédniak mennyiségéhez képest. Amint a sejtek a kemoterapia mellett 2 Gy vagy
4 Gy sugardozisban részesiltek, a koldniaképz6 képességik nagymértékben
csokkent, els6sorban abban az esetben, mikor az AuNP-t és a SAHA-t egydltt
alkalmaztuk az A549 sejteken (4. abra). Viszont egyik sugardozis mellett sem
tapasztaltunk radioszenzitizaciot akkor, ha a 6,8 uM AuNP-t és a 0,1 uM SAHA-t
nem kombinacidoban, hanem énmagaban alkalmaztuk.

Az AuNP, a SAHA és a kett6 szer kombinacidjaval kezelt A549 sejtekben yYH2AX
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festéssel vizsgaltuk az irradiacio DNS karositd hatasanak mértékét, és meg-
hataroztuk a YH2AX pozitiv sejteken belll a yH2AX fokuszok szamat. Itt is azt
tapasztaltuk, hogy az AuNP+SAHA kett6s kezelések hatdsara a mintakban a
YH2AX fékuszok szama szignifikdnsan magasabbnak adddott az irradidciénak
kitett, am csak AuNP- vagy csak SAHA-kezelt, illetve a kezeletlen mintdkhoz
viszonyitva (5. abra).

Kontroll AuNP SAHA AuNP+SAHA
: . . .
’ . . . 3

5. abra. Az arany nanorészecskék (AuNP) és szuberoil-anilid-hidroxamsav (SAHA)
alkalmazasanak és az irradiacionak az egyiittes DNS karosité hatasa A549 sejteken.
Bal oldal: Reprezentativ képek a sejtekben keletkez6 DNS kett6sszalu térések kialakulasardl a
kezelések soran, irradiaciot kévetben. Piros: sejtmag, Kék: yH2AX fokuszok, scale bar: 20 ym.
Jobb oldal: Ionlza/o _sugdrzas nélkil az AuNP, SAHA és a kett6 kOIleInaCIO]a nem okozott
jelentés mennyiségli DNS kettésszalu térést, viszont 2 Gy sugdrddzis hatasdra azokban a
sejtekben, melyeket nanorészecskékkel és HDAC gatléval is kezeltiink szignifikansan tébb
yH2AX fokuszt szamoltunk a kezeletlen és a kilén-kiulén AuNP- vagy SAHA-kezelt mintakhoz
képest. Egyszempontos ANOVA, Tukey-féle tobbszorés ésszehasonlitas ****; p érték < 0,0001.

0 Gy besugarazas 2 Gy besugarazas

7H2AX fokusz/sejt
yH2AX fokusz/sejt

Eredmények megbeszélése

A klinikai gyakorlatban igen nagyszamu, eltér6 kémiai szerkezetl( és hatds-
mechanizmusu kemoterapias szert, emellett leggyakrabban immunterapiat és
sugarkezelést alkalmaznak a daganatos betegek kezelése soran. A hatdanyag
fejlesztéseken tul, a tumorellenes anyagok hatékonyabb célba juttatasa, a
tumorterapia specifitasdanak noévelése, a nem kivanatos mellékhatasok kikliszo-
bélése vagy csokkentése rendkivil intenziv nemzetkdzi kutatdsi aktivitas cél-
pontja. A HDAC inhibitorok, tobb tdmadasi ponton képesek a tumoros sejtek
sejtbioldgiai folyamatait befolyasolni. A kromatin szerkezet moduldlasan tul
szamos fehérje aktivitasat, stabilitasat, fehérje-fehérje és fehérje-DNS kolcson-
hatdsaik erdsségét is befolyasoljak, ezaltal hatdssal vannak a génexpressziora,
a sejtek differenciacidjara, proliferaciéjara, és tobb Utvonalon keresztil képesek
apoptézist indukalni. A HDAC gatldk idealis kombinacios partnerek lehetnek a
kemoterdpids hatdanyagok szamara, hiszen az altaluk kialakitott nyitottabb
kromatin szerkezeten keresztlil, vagy az indukalt apoptotikus folyamatok révén,
tovabb fokozhatjak ezen kemoterapids hatdéanyagok DNS karositd vagy
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apoptozist kivaltd hatasat.

A nanorészecskék alkalmazasa is jelentds mértékben névelheti a tumorellenes
terdpia hatékonysagat, mivel a részecskék képesek passzivan feldusulni a
tumoros szovetben. Ha a részecskéket hatdéanyaghordozéként alkalmazzuk,
akkor altaluk névelhet6 a kemoterapias szerek koncentracidja a daganatban, de
az eleve citotoxikus sajatsagl nanoanyagok, mint amilyenek az ezlist nano-
részecskék, a felhalmozddasukat kovetben kifejthetik tumorellenes aktivita-
sukat, vagy akar novelhetik a sugarterapia hatékonysagat radioszenzitizald
tulajdonsaguk révén (pl. AuNP).

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a fém nanorészecskék és a HDAC
gatlok egyltt jelentésen csokkentették a tumoros sejtek életképességét,
koldniaformald képességét, jelentds mérték( oxidativ stresszt és DNS kettOs-
szall torést indukaltak, mely a rakos sejtek haldldhoz vezetett [19, 20].
Eredményeink arra utalnak, hogy a hiszton-deacetildz gatlok és a fém
nanorészecskék kombinaciéban torténd alkalmazasa igéretes tumorterapias
lehet6séget nyudjt. Mindamellett, hogy kilon-kilon alkalmazva is hatékonyak, a
két szer egymas hatdsat kiegésziti, felerGsiti. A HDAC gatldék egyik tamadas-
pontja a kromatint alkotd fehérjék acetilacidja, melynek kovetkeztében a DNS
sokkal kiszolgaltatottabba valik a kilonb6z6 karositd hatdsoknak. Ezeknek a
karositd hatasoknak a jelentds mérték(i fokozdsa megvaldsithatd ionizald
sugarzas alkalmazasaval, mas hatasmechanizmusl és kémiai szerkezet(
kemoterdpids hatdanyagok, vagy akar bioldgiailag reaktiv fém nanorészecskék
segitségével is. A HDAC gatlok és a fém nanorészecskék egymast potencirozé
hatdsa ugy is értelmezhetd, hogy mar 6nmagaban a fém nanorészecskék
hatdsara igen jelentds mértékben felerdsodhet a reaktiv oxigéngyokok
képzddése (pl. AgNP kezelés soran), vagy AuNP jelenlétében ionizald sugarzas
alkalmazdsa mellett, de az igy kialakitott tumorsejt apoptdzis vagy
radioszenzitizacid is még tovabb novelheté HDAC inhibitorok hasznalataval.
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A MAGYAR BIOKEMIAI EGYES{ILET (MBKE) .
2020. DECEMBER 7.-I TISZTUJITO KOZGYULESEN
2021-2025. EVEKRE MEGVALASZTOTT VEZETOSEGE

Buday Laszlé, elndk
Buday LaszI6 1963-ban sziletett, altalanos orvos, a TTK Enzimoldgiai Intézet
igazgatdja, a Semmelweis Egyetem Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet
részallasu egyetemi tanara, az MTA rendes tagja. 1992-1994 kozott FEBS
posztdoktori &sztondijjal Londonban Nagy-Britannidban dolgozott. Hazatérte
utan els6k kdzétt nyerte el a FEBS Long -term Fellowship Follow-up tamogatast.
2000-ben Gergely Pallal megalakitottak az MBKE Jelatviteli Szakosztalyat. 2006.
januar 1-t8l 2010. december 31-ig az MBKE f6titkaraként tevékenykedett, 2011.
\ januar 1. és 2014. december 31. kozott pedig tagja volt a FEBS Fellowships
Comm|ttee nek. 2012 szeptemberében meghivott el6addja volt a FEBS 6sztondijasok elsé
talalkozéjanak (1st FEBS Fellows Meeting) Cadiz-ban, Spanyolorszagban. 2013 juniusaban
Budapesten & szervezte meg az 6sztondij bizottsag esedékes Ulését. 2011. és 2015. kozobtt az
MBKE egyik alelnoki, mig a 2016-2020 ko6zo6tt az MBKE elndki posztjat toltotte be.

Boros Imre, alelndk

Boros Imre 1978-ben végzett a JATE bioldgus szakan. 1985-ben szerzett
kandidatusi fokozatot, 2000-ben MTA doktora cimet. Palyakezdésétdl az SZBK
Biokémiai Intézet munkatarsa. 2002-t8l a Szegedi Egyetem egyetemi tanara, a
Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tanszék €s a Biologus Tanszékcsoport, ma]d
Intézet vezetbje volt 2019-ig. Tobb alkalommal dolgozott hosszabb idén at az
Egyesilt Allamokban. ErdeklGdése palyakezdésétdl a génmiikddés transzkripcid
szinten megvaldsulé szabalyozasa. Tudomanyos munkaja soran elébb erds
bakterialis promoétereket izolalt és jellemzett, kesébb human retrovirus enhancer
és feherJek kolcsbnhatasat irta le. Az utébbi két évtizedben munkacsoportja az SZBK Biokémiai
Intézetében és az SZTE Biokémia és Molekularis Bioldgia Tanszéken a kromatin szerkezet és
hisztonok maddositasaival megvaldsuld epigenetikai hatasok transzkripciét szabalyozé szerepét
vizsgdlja. A tudomanyos kdzéletben egyebek mellett az OTKA Elettudomanyos Kuratérium
elndkeként, szamos OTKA zs(ri tagjaként és az elmult ciklus soran, az MBKE IB tagjaként, mint
alelnok vett részt.

Kovacs Mihaly, aleln6k

Kovacs Mihaly az ELTE Biokémiai Tanszékének tanszékvezet6 egyetemi tanara,
az ELTE Szerkezeti Biokémia Doktori Programjanak vezetéje, az MTA kozgyuIeS|
képvisel6je. 2001 6ta tagja Egyesuletiinknek. Rendezvényeinken t6bb tucatnyi
alkalommal mutatta be csoportjanak munkajat. Szekcidvezetoként, illetve szer-
vez@bizottsagi tagként 2009 6ta vesz részt MBKE Vandorgyulesek FEBS3+ és
Hungarian Molecular Life Sciences konferenciak szervezéseében. 2011 6ta tagja
az Egyesllet Felligyel6 Bizottsdaganak és az Intézd Bizottsagnak. A 2016-2020
kozotti ciklusban az Egyesllet fotitkaraként szolgalt.

Virag Laszlé, alelndk

Virdg Laszlé 1995 ota tagja az MBKE-nek, amelynek hazai és nemzetkdzi
rendezvényein rendszeresen részt vesz és eldad. Két izben szervezett FEBS
kurzust: 2003-ban Debrecenben ,Poly(ADP-ribosyl)ation in Health and Disease"
cimmel elméleti és 2010-ben Debrecen-Budapest helyszinnel ,Techniques in Free
Radical Biology" cimmel gyakorlati kurzus szervezdje és el6addja volt.
El6addként reszt vett 2006-ban a Granadaban (Spanyolorszag) rendezett
»Biology and Pathophysiology of poly(ADP-ribosyl)ation" cim(i FEBS kurzuson is.
Az el6z6 ciklusban az MBKE alelndkeként részt vett az Egyesilet szervezésében,
illetve tarsszervezésében megvaldsult konferenciak el6kéeszitésében.

Lontay Beata, fétitkar

Lontay Bedta a Debreceni Egyetem Orvosi Vegytani Intézetének docense.
Kutatocsoportjaval a fehérjék reverzibilis foszforilaciéjanak és metilacidjanak
szerepét vizsgalja normal és patoldgias sejtfolyamatokban, illetve kiilonboz6
betegség modelleken. 1998 O6ta tagja az Egyesiletnek, amelynek hazai és
nemzetkdzi rendezvényein rendszeresen részt vesz, eredményeirl négy al-
kalommal el6adas formajaban is beszamolt. Tobb nemzetkdzi konferencia
szervezObizottsaganak tagja, a FEBS Europhosphatase 2019: ,From molecular
mechanisms to system- -wide responses” Advanced Lecture Course-nak pedig
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fészervezdje volt. A MTA Molekularis Biolégia, Genetika és Sejtbioldgia tudomanyos bizottsag
titkara 2014 ota.

Toth Szilvia Zita, fotitkar helyettes

Toéth Szilvia Zita PhD fokozatat a Genfi Egyetemen szerezte 2006-ban, majd a
Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont Névénybiologiai Intézetében kezdett el dolgozni.
2012-ben Humboldt vendégkutatdi 6sztondijat nyert, amelynek kdszdénhetden
két évet toltétt a potsdami Max Planck Névénybioldgiai Intézetben. 2014-ben
tért vissza, majd Lendllet kutatécsoportot alakitott. Csoportja jelenleg 11 tagu
és a biofizika, biokémia és a molekularis bioldgia eszk6ztarat egyarant hasznalva
kutatja az aszkorbat (C-vitamin) bioszintézisét és eddig ismeretlen élettani
szerepeit névényekben és zdldalgakban, valamint a zdldalgdk hidrogénterme-
lését. 2019-ben a Simegen megrendezett 49. Membran-Transzport Konferencia
SzervezGbizottsaganak elndke volt.

Csikasz-Nagy Attila, budapesti teriileti képvisel6
Csikasz-Nagy Attila biomérnokként végzett a BME-n, ugyanitt szerzett PhD
fokozatot a sejtek osztodasi ciklusanak matematikai modelljeit leird dolgozataért.
Egy rovid amerikai poszt-doktori allds utan a BME-n kezdett oktatni. Utana
csoportvezetd volt 6t évig a Microsoft Research és a Trentoi Egyetem kb&z6s
szamitdsos és rendszerbioldgiai kutatdintézetében, majd harom évig az Edmund
Mach Alapitvany kutatointézetében, mindketté6 Olaszorszagban. 2012 o6ta a
\‘ King’s College London rendszerbiolégus docense €s 2015-ben emellett elkezdett
- a Pazmany Péter Katolikus Egyetem (PPKE) Informacios Technolégiai és Bionikai
Karan is oktatni. Kutatasai a bioldgiai haldézatok dinamikai viselkedésének mate-
matikai és szamitdsos vizsgdlatara fékuszdlnak, valamint vezet egy élesztékkel foglalkozd
rendszerbioldgiai kutatdlabort. 2019 6ta egyetemi tanar és kutatasi dékanhelyettes a PPKE-n.

Szatmari Istvan, debreceni teriileti képvisel6

Szatmari Istvan formalisan 2001-t6l munkatdrsa a Debreceni Egyetem, Bio-
kémiai és Molekularis Bioldgia Intézetének, de TDK és doktorandusz hallgatéként
mar ezt megel6z6en is bekapcsoldodott az ott folyd biokémiai vizsgalatokba.
Kutatasanak f6 profilja az immunsejtek fejlddésének transzkripcids szabalyzasa.
Nagy Laszlé6 munkacsoportjaban veégzett genomszintl kutatdsai révén, sikertlt
feltérképeznie a lipid aktivalt transzkripciés faktorok szerteagazd szerepét
dendritikus sejtekben. Az utébbi években érdeklédése az embrionalis dssejtekbdl
kiindulé transzkripcios faktor alapu sejtprogramozas iranyaba terel6dott. 2018-
tol vezeti a Biokémiai és Molekularis Bioldgia Intézet égisze alatt m(ikodé Genomi Medicina és
Bioinformatikai Szolgaltaté Laboratériumot. Szatmari Istvan 1996 6ta tagja az MBKE-nek, az
elmult periédusban 0 latta el az Egyesllet debreceni terlleti képviseletét. Az utobbi években
intenziven részt vett az Egyesilet munkdjdban, tébbek kozott kdozremilikddott a Biokémiai
vétr)mdorgy(jlések, illetve a Molekularis Elettudomanyi Konferencidk Ossejt szekciok szervezé-
sében.

Bognar Zita, pécsi teriileti képviselo ]

Bognar Zita 2002-6ta dolgozik a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvos-
tudomanyi Kar Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetében, jelenleg egyetemi
docens. Altalanos orvosi és MBA diplomakkal rendelkezik, PhD fokozatat 2007-
ben szerezte, 2019-ben habilitalt. PhD hallgatdként kezdett el foglalkozni az
amiodaron és metabolitja biokémiai hatasaival, leirta direkt mitokondrialis,
valamint iszkémia-reperfuzié modellben mutatott hatasaikat. Jelenleg a dezetil-
amiodaron tumor ellenes hatasanak vizsgalataval foglalkozik, mely témaban
- USA, EU szabadalommal és palyazattal rendelkezik. Fels6fokl szaknyelvi vizs-
gaja van német és angol nyelvbdl, harom nyelven oktat, négy tantargy tantargyfel6se és
jelentds feladatot vallal az oktatasszervezésben, a PhD hallgatdk iranyitasaban is. Az Erasmus+
program keretében tébbszor volt vendégoktatd Németorszagban és Ausztridban. Tobb izben vett
részt és szamolt be eredményeirél az MBKE rendezvényein (melynek 15 éve tagja), kozre-
m(ikédott az International Academy of Cardiovascular Sciences (IACS) Pécsi talalkozdjanak
szervezésében. A 2020-ban elmaradt, de 2022-re tervezett Biokémiai Vandor-gy(ilés egyik pécsi
szervezbje.
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Csont Tamas, szegedi teriileti képviseld

Csont Tamas tobb mint 2 évtizede végez kutatomunkat a Szegedi Tudomany-
egyetem AOK Biokémiai Intézetében. A PhD fokozat megszerzését kévetéen 2
és fél éves posztdoktori tréningben részesllt az Albertai Egyetemen Kanadaban,
majd 2003-ban tért vissza Szegedre. Szamos 6szténdijban részesult (pl. AHFMR
Post-doctoral Fellowship, Békésy Gyorgy Posztdoktori Oszténdij, Bolyai Osztén-
dij). Aktivan részt vesz az utanpotlas-nevelésben, valamint a biokémia targy
oktatasaban orvos, gydgyszerész és PhD hallgatdk részére. Tudomanyos munkai
soran vizsgalta a szivizomban végbemend élettani és biokémiai valtozasokat k-
Ionbozo stressz-allapotokban és betegség modellekben, mint példaul iszkémia-reperflzi6, hé-
stressz, gyulladas, diabétesz, hiperlipidémia, szwelegtelenseg, veseelégtelenség soran. Ugyan-
csak foglalkozott a szivizom endogén stressz-adaptacios folyamatainak megértésével es a
szivizomkarosodas farmakoldgiai befolyasolasanak vizsgalataval. Tobb izben vett részt és
szamolt be eredményeir6l az MBKE rendezvényein, az Egyesiilet Intéz6 Bizottsaga tagjaként az
elmult ciklusban szegedi terileti képvisel6 volt.

FELUGYELO BIZOTTSAG

Sarkadi Balazs, elndk

Sarkadi Balazs, orvos, biolégus, az MTA rendes tagja, tébb évet toltott poszt-
doktorként, maJd kutatéként az USA és Kanada vezeté egyetemein és kutato-
|ntezete|ben Jelenleg a Termeszettudomanyl Kutatokozpont emeritusz pro-
fesszora, a Semmelweis Egyetem kutatoprofesszora. Szamos nemzetkdzi tudo-
manyos tarsasagnak tagja, a FEBS volt eln6ke, az Academia Europaea tagja.
Kutatasi terilete elsésorban a bioldgiai membranok szerkezete és mikodeése,
kiemelten az ABC tipusu transzporterek szerepének vizsgalata a daganatokban,
az 8ssejtekben és a gyodgyszer-metabolizmusban. Tobb mint 250 kézleménye
jelent meg nemzetkdzi folydiratokban, amelyekre mintegy 15.500 hivatkozas ér-
kezett (h-indexe 66). Témavezetésével vegzett PhD haIIgatomak szama 21, szamos nemzetkozi
oltalommal védett szabadalma kerllt gyakorlati alkalmazasra is. Az MBKE-nek 1974 ¢ta tagja,
tobb évig az elndkség tagja (1989-1996), majd a feliigyelS bizottsag (2012-2020) elndke volt.

Bugyi Beata, tag ,

Bugyi Beadta a PTE AOK Biofizikai Intézetének egyetemi docense. 2014 - 2020
kozott az MBKE Felligyel6 Bizottsaganak tagi tisztségét télti be. Erdeklédési
terlilete az aktin sejtvaz és szabalyozd feherjéinek funkciéiban meghatarozé
molekularis mechanizmusok vizsgalata. A PhD fokozat megszerzését kovetden,
2006-2010 ko6zott posztdoktor id6szakot toltott az aktin kutatds egyik vezets
biokémiai mlhelyében (CNRS, Laboratoire d'Enzymologie et Biochimie Struc-
turales, Franciaorszag). Tobb ¢sztondij és palyazat nyertese (EMBO long-term
feIIowshlp, Bolyai Janos Kutatasi Oszténdij, PTE junior Szentagothai Dij, PAB
Tudomanyos Dij). Kutatécsoportja rendszeresen vesz részt es mutatja be
eredményeit a Magyar Biokémiai Egyeslilet és a FEBS rendezvényein.

Tozsér Jozsef, tag

T6zsér Jozsef, b|okem|kus az MTA doktora, a Debreceni Egyetem AOK Biokémiai
és Molekularis Bioldgiai Intézetének intézetvezetd professzora (2013-), a Deb-
receni Egyetem egyik rektorhelyettese (2017-). 130 kézleménye jelent meg
nemzetkozi folydiratokban, melyekre eddig mintegy 5400 hivatkozast kapott, h-
indexe 41 (Google Scholar adatok). Témavezetésével eddig 11 hallgato szerzett
PhD fokozatot. 1985 6ta MBKE tag, 1995-2006 kodzott az IB tagja volt, mint
terlleti képvisel. Részt vett az 1993-ban Debrecenben megrendezett elsé
nemzetk6zi MBKE konferencia és a 2007-es Vandorgyllés szervezésében, a
2014-es Vandorgylilés fészervezbje volt. 2015-2020 kozott az MBKE felligyeld blzottsaganak
tagja.
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ETIKAI BIZOTTSAG

Fésiis Laszl6, eln6k

Fésls Laszl6 Széchenyi dijas biokémikus, egyetemi tanar, a DE AOK Biokémiai
és Molekularis Biologiai Intézetének az |gazgatOJa 2013-ig, az MTA rendes tagja,
az MTA Biolégiai Osztaly elntke (2014-2020). Az egyetem egye5|tesek utan
létrejott Debreceni Egyetem elsd rektora. 1985-t8l az MBKE vezetdségi tagja,
2005-t6l 2010-ig az Egyesilet elntke. 2012-2020 kozétt a FEBS ,,Executive
Committee” tagja és a ,Publication Committee” elndke. Az MTA Tudomanyetikai
Bizottsag elntke 2008-2014 kozétt. Az All European Academies (ALLEA)
Tudomanyetikai Blzottsag tagja 2010-t6l, a ,European Code of Conduct for
Research Integrity" egyik szerkesztGje.

Ovadi Judit, tag
Ovadi Judit, blokemlkus az MTA doktora. 1967-ben a Karolina uti Straub Inté-
zetben kezdett dolgoznl kutatémunkaja mindvégig az MTA Enzimoldgiai Inté-
zethez kototte. Tobb évet toltétt posztdoktorként es vendégprofesszorként az
USA, Spanyol- és Olaszorszag egyetemein. A 80-as években alapitotta meg
SeJtarchltektura Kutatocsoportjat, melyet jelenleg professzor emerita-ként
vezet. Kutatasi terllete: ,Microtubule-Associated Proteins with Regulatory
_ Functions by Day and Pathological Potency at Night”. Tobb nemzetkdzi kutatas
i resztveVOJe és iranyitdja; szamos eurodpai és tengerentull orszagban rendezett
kongresszus meghivott el8adéja. Evtizeden at a FEBS Letters és mas nemzetkozi folydirat
editorja. BSc, MSc és PhD hallgatdinak szadma mintegy 50. Kozleményeinek szama: 212,
melyekre 5500 hivatkozast kapott (h-indexe 41). 2015-ben az MTA elnbke E6tvos koszordval
(életm( dij) tintette ki. Megalakulasa o6ta tagja az MBKE-nek.

Vigh Laszlg, tag

Vigh Laszlé 1986-tdl vezet 6nalld kutatécsoportot (Molekularis Stresszbioldgia
Csoport) az SZBK Biokémiai Intézetében. 1991-ben védte meg a bioldgiai
tudomanyok doktora cimet. 1994-2003 koz6tt az SZBK Biokémiai Intézetének
igazgatdja. Vendégprofesszor volt a parizsi Pierre és Marie Curie Egyetemen, a
Texasi Allami Egyetemen Austinban, az Okazaki National Institute of Basic
Biology kutaté kdézpontban Japanban, illetve legutébb a Kaliforniai Egyetemen,
Santa Cruzban (UCSC). 2004-t6l az MTA levelezd, majd 2010-tdl rendes tagja.
2005-ben a Szegedi Tudomanyegyetemen cimzetes egyetemi tanar kinevezest
kapott. 1997-2003 k6z6tt egy amerikai-magyar gyogyszerkutato-fejleszté vallalat (Biorex Rt.)
Igazgatdsaganak tagja. 1998-ban Vigh LaszIo nevéhez kéthetd az un. ,membran termoszenzor”
hipotézis megalkotasa, illetve szamos, azt igazolé tudomanyos eredmény publikalasa. 2012-ben
Gabor Dénes Dijban, 2018-ban az MBKE Tanké Béla életm( dijaban részesiilt.
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l FELHIVAS A 2020. évi kiemelked§ cikkek listajénak bekiildése

FELHIVAS

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

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

a 2020-ban a FEBS Letters, FEBS Journal, FEBS Open Bio,
Molecular Oncology, TIBS, IUBMB Life, FASEB Journal
ujsagokban megjelent, valamint
IF > 8 (a 2019/2020-as SCI szerinti) cikkek listajat.

Bekiildési hatarido:
2021. februar 15.

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

ALAPITVANY A TUDOMANYOS SZEMESZETERT FELHIVASA

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

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

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

A beérkez0 palyazatokat a Kuratorium elbirdlja és 2021-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: 2021. aprilis 30,
Prof. Dr. Janaky Marta, SZTE AOK Szemészeti Klinika,
6720 Szeged, Koranyi fasor 10-11 cimre.

_ Prof. Dr. Janaky Marta ]
az Alapitvany a Tudomanyos Szemeszetert
Kuratorium elnéke
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