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A Biokémia ujsag legjobb tudomanyos cikke dij

A BIOKEMIA UJSAG LEGJOBB TUDOMANYOS CIKKE DiJ

Amint arrdl a Biokémia folydirat XLVI. EVFOLYAM 2. szdméban (2022. junius)
beszamoltunk, a Magyar Biokémiai Egyesilet egy dijat alapitott, mellyel a
Biokémia folydiratban egy adott évben megjelent, legkiemelked6bbnek és
legérdekesebbnek tartott tudomanyos cikket jutalmazza. A dij pénzjutalommal
is jar (2022-ben 150.000 Ft), ezzel is 0szténdzve elsGsorban a fiatalokat
tudomanyos koézlemények beklildésére.

A Biokémia ujsag legjobb tudomanyos cikke dij nyertese 2022-es év-
ben:

Bandczi Zoltan: Hatéanyagok sejtbejuttatasa peptidekkel - hatékony
sejtpenetralod peptidek fejlesztése

https://www.mbkegy.hu/apps/mbkegy/resources/biokem/2022/2022 03.pdf

Gratulalunk a gy6ztesnek!
Varjuk az Uj kdzleményeket!

A Biokémia szerkesztobizottsaga
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https://www.mbkegy.hu/apps/mbkegy/resources/biokem/2022/2022_03.pdf

Kitiintetések, dijak

AZ MBKE TAGJAINAK ELISMERESEI
2022. DECEMBER 15. ES 2023. MARCIUS 15. KOZOTT

Venetianer Pal, az SZBK Biokémiai Intézet emeritus kutatdprofesszora az MTA
Szegedi Akadémiai Bizottsaganak idei Pro Scientia életmidijat kapta a
hosszU id6n at végzett tudoméanyos tevékenysége, iskola- és értékteremtd
munkassaga elismeréseként.

Az MTA fétitkara a tudomanyos élet terlletén dolgozo fiatal kutaték eredmé-
nyeinek elismerésére |étrehozott Akadémiai Ifjasagi Dijban részesitette az
MBKE tagjai kézl:

Petovari Gabort, a Semmelweis Egyetem Patologiai és Kisérleti
Rakkutatd Intézet kutatasi munkatarsat ,Kilonb6zo szubtipusd emlo-
daganat-sejtvonalak és human biopszidas mintdk mTOR és metabolikus
jellemzése” ciml palyamunkajaért,

Talas Andrast, a Természettudomanyi Kutatékdzpont Enzimoldgiai
Intézet tudomanyos munkatarsat ,Modszerek a génszerkesztés hatékony-
saganak novelésére” cimid palyamunkajaért.

Gratulalunk a kitiintetetteknek!
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Csorba, Dénes, Embdi, Golarits, Nyiri

A RAK MAS MEGVILAGITASBAN - MAGYAR HALLGATOI SIKER
A NEMZETKOZI iGEM VERSENYEN

Csorba Zsoka, Dénes Laura, Emodi Nikolett,
Golarits Agnes, Nyiri Marton Péter
Eétvés Lorand Tudomanyegyetem és Budapesti Miiszaki és
Gazdasagtudomanyi Egyetem, Biotechnologus mesterszak

iGEM, a szintetikus biolégia mozgalma

Az iGEM (internationally Genetically Engineered Machine) nemzetk6zi verseny és
a szintetikus bioldgia torténete szorosan ¢sszefonddik. A versenyt a tudomany-
tertilet Uttoréi - tobbek kozt Tom Knight és Randy Rettberg - alapitottak huisz
évvel ezel6tt, és azdéta évente tobb ezer lelkes fiatal kdzépiskolast és hallgatét
szolit meg [1].

Tom Knight és Randy Rettberg villamosmérnokok voltak, akik figyelmét
felkeltették a bioldgiai rendszerek. A két kutatd felismerte, hogy éldlények
genetikai modositasdhoz jol definidlt funkcidval rendelkez6, DNS altal kédolt
.alkatrészeket” alkalmazunk. Mérnoki megkozelitéssel élve ezekbdl szabva-
nyositott alkotéelemeket (Un. BioBricks-eket) kivantak létrehozni, azzal a céllal,
hogy ahogyan az elektronikai aramkordok esetében is tehették, konnyedén
tervezhessenek és épithessenek 6ssze funkcionalitdssal biré komplex
rendszereket.

Ezt a génmoddositast nagymértékben egyszer(isité megkdzelitést 2003-ban
publikaltdk, mely az IiGEM kiindulépontjanak tekintheté [2]. Az MIT-n
(Massachusetts Institute of Technology) tevékenykedé Gerald Sussman
elektrotechnika professzorral |éptek egylttmiikodésre, és csatlakozdsa nyoman
vontak be munkajukba az egyetem hallgatdéit. Szamukra rendezték meg el6szor
a versenyt mar a publikacid6 megjelenésének évében, hogy ki tud ezen
alkotorészekbdl érdekesebb modositott szervezetet 6sszedllitani. Mara a verseny
46 orszagbol 350 csapatot mozgat meg évente, és igy a hallgatok otletein
keresztil is mozditja el6re a szintetikus bioldgiat.

A verseny felépitése

Napjainkban a didkok az elmés mérnoki megoldasokon tul, szamukra fontos,
leginkabb tarsadalmunkat, kdrnyezetiinket érintd lokalis problémakra keresik a
valaszt a szintetikus bioldgiai eszkozeivel. Mindekdzben az 6nallé laboratériumi
munkaban és a csapatban valé egylttmikoédésben is nagy tapasztalatot
szereznek.
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Csorba, Dénes, Embdi, Golarits, Nyiri

Erre az iGEM szervezOi maguk is dsztokélik a csapatokat, hisz nem csupan a
bioldgiai megoldasokat dijazzak, hanem szdmos mads szempontbdl is
jeleskednitk kell a résztvevé hallgatdknak. Ezek kézil az egyik legfontosabb az
un. Human Practice, melynek keretein bellil meg kell vizsgalniuk, hogy a
megalkotott rendszer elfogadhato-e a késObbi felhasznalék és az egész
tarsadalom szamara. Emellett fontos, hogy az induld csapatok kozott
egylttmikodések alakuljanak ki, és ily mdédon egymast segitsék a projektek
megvaldsitasaban, nemzetkozi kapcsolatok épitésében is fejlddési lehetdséget
nyUjtva a résztvevéknek.

Részvétel a

Jamboreen Csapat
toborzédsa
Projekt
Prezentacio Nemzetkozi megalkotdsa
elkészitése kornyezet
e Tarsadalmi
Mot:.‘iu.la’rls jelentéssége van Szponzorok
felepites keresése
Eredmények % Célok
Teheasttos i megalapités

Labormunkat és
modellezést is Kollaboracié mas
tartalmaz csapatokkal

Validalt biolégiai
elemekbdl épiil

i fel
Csapat vided

elkészitése
Labormunka

Csapat elvégzése

weboldalanak Modellek

megkezdése megalkotésa

1. abra Az iGEM versenyszezon felépitése. Az iGEM versenyszezon az étletek megalko-
tasaval és a csapatok kialakitdsaval kezdédik. Erre majus végéig van lehetéség, mivel a nyar
folyaman kell megvaldsitani a tervezett projektet. Osszel a projekt befejezése mellett a
csapatoknak létre kell hozniuk egy honlapot (az in. Wiki oldalt), melyen feltintetik az dsszes
elért eredményliket, mely alapjan dijazzak leginkabb a birak a csapatokat. Végil a verseny
befejezéseként a résztvevd hal/gatok egy kézds, ugynevezett Grand Jamboree-n taldlkoznak,

ahol megismerhetik egymast és az elkészliilt projekteket.

A verseny soran a csapatoknak kiilonb6z6 mérfoldkoveket kell elérnilik és ezek
teljesitésével szerezhetik meg a bronz, ezist vagy arany mindsitést. Ahhoz,
hogy egy csapat arany minGsitésben részesiljon, kiemelkedd teljesitményt kell
felmutatni tobb tertleten is. A csapatnak be kell mutatnia, hogy hogyan
integrdlja a bioldgiai megoldasaba a kapott visszajelzéseket, hasznalja és
fejleszti tovabb az iGEM adatbazisaban taldlhaté alkatrészeket, modellezi a
|étrehozott bioldgiai rendszert, mikddik egyltt mas csapatokkal, és hogyan vesz
részt a tudomany népszerisitésében és az oktatasban.
BIOKEMIA
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I AKIKRE BUSZKEK VAGYUNK Csorba, Dénes, Emédi, Golarits, Nyiri

Az ELTE iGEM Csapatanak torténete

Az iGEM nemzetkozi népszerlisége ellenére hazankban kevéssé ismert, és
néhany kivald eredmény ellenére - melyeket leginkabb kozépiskolai
csapatoknak koszonhettliink az elmult években - nem igen talalkozhattunk
magyar induldkkal. Mi magunk is a Szegedi Radnéti Miklds Kisérleti Gimnazium
csapatainak sikere nyoman hallottunk eldszér a versenyrdl még évekkel ezelbtt,
de csak azutan ismertiik meg igazan, mikor érdekldédéslink a szintetikus bioldgia
felé fordult [3].

2. abra. Az ELTE iGEM versenyen elindult ,Team ELTE” hallgatoi csapata. Résztvevik
balrol-jobbra haladva: Nyiri Marton Péter, Emodi Nikolett, Englert Dora Fanni, Kiraly Laura,
Csorba Zsoka, Biro Adrienn, Dénes Laura, Kapui Dora, Golarits Agnes.

Az EOtvos Lordand Tudomanyegyetem és a Budapesti Mdiszaki és
Gazdasagtudomanyi Egyetem altal kdzosen inditott Biotechnoldgia mester-
képzés hallgatéiként igen kozel allt hozzank a terlilet, és megfogalmazddott
bennilink az 6tlet és igény, hogy magunk is részt vegylnk rajta. A ,Team ELTE”,
avagy kilenc fos csapatunk gerincét a képzés hallgatdi szolgaltatjak, de mar a
kezdetekkor biomérnok, illetve egészségligyi mérnok mesterszakos hallgatok is
csatlakoztak hozzank.

BIOKEMIA
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Csorba, Dénes, Embdi, Golarits, Nyiri

Alulrdl jové kezdeményezésiinket egyetemink vezetése és oktatéi (Dr.
Kacskovics Imre, az ELTE TTK dékanja, a biotechnoldgia mesterképzés alapitdja,
szakmai mentorként Dr. Nyitray Laszld, az ELTE Biokémiai Tanszék korabbi
vezetdje), valamint a Richter Gedeon Nyrt. Biotechnoldgia Uzletdga (Dr. Bogsch
Erik és Dr. Urbanyi Zoltan) a kezdetektdl felkarolta, és mind szakmailag, mind
pénzlgyileg tamogatta induldsunkat.

NanoBlade - baktérium alapu, fényre aktivalhato, célzott tumorterapia
A kilonboz6 rakos megbetegedések, koztilk a szolid tumorok kialakuldsa a
vezetd haldlokok kozott van vildgszerte. A betegség progndzisara szamos faktor
negativan hat: (1) az immunrendszer csdkkent aktivitasu a tumorkérnyezetben,
(2) a napjainkban alkalmazott kemoterapias szerek nem képesek hatékonyan
eljutni a vérarammal a tumor bels6bb, hipoxias rétegeibe [4, 5], (3) hidnyoznak
a betegséget korai fazisaban diagnosztizald eszk6zok [6]. Csapatunk ezen
problémakra kivant megoldast taldlni, és tervezte meg a NanoBlade-et, egy
baktérium alapu, fényre aktivalhatd, célzott tumorterapias eljarast.

!
S .
W e X )I
\-,_;'-_ o, ..‘
tum(iie(:f;r:'\z/écié Azonositott tumorszévet Toxikus fehérje Tumorsejtek lokalis
: e bevilagitasa szekrécié pusztulasa
és detektalas
Nanobody Display BLADE Expression System
System

3. abra. A NanoBlade célzott, fényreaktivalhato tumorterapia elképzelt miikddési elve.
Nanobody Display System: Diagnosztikus funkcioert es tumor szelektiv adhézioert felelos
rendszer; BLADE Expression System: Fényre aktivalhato hatéanyag leado rendszer.

Kozel 100 éve vizsgaljdk baktériumok tumorterapiaban val6é alkalmazasat,
lévén, hogy az obligat, illetve fakultativ anaerob torzsek hatékonyan képesek
szaporodni és kolonizalni az immunszupressziv, hipoxids tumorszoveteket [7].
Ugyanakkor, mig régebben a baktériumok inherens anti-tumor hatasuk miatt
keriltek elotérbe, manapsag egyszer(i genetikai mdédosithatdsaguk révén ovezi

BIOKEMIA
XLVII. évfolyam 1. szam 2023. madrcius
9



Csorba, Dénes, Emddi, Golarits, Nyiri

Oket figyelem. Segitséglikkel a tumorkornyezetbe juttathatunk, termeltethetlink
lokalisan terapias hatasu vegylleteket (pl. bakteridlis toxinokat, Nanobody-kat),
melyek szisztémas adagolas esetén konnyedén degradalédnanak a véraramban
vagy igen toxikus hatdsuak lehetnek [8]. Tény, hogy ilyen mddszert még nem
alkalmaznak a klinikumban, de szamos baktériumalapu tumorterapia all klinikai
tesztelés alatt [9]. A NanoBlade-del ezen el6ny6s tulajdonsagokra kivantunk
épitkezni, egy tumordiagnosztikat és tumorterapiat egyarant segit6 maddszert
létrehozva. Csapatunk ezt két kilénalld (plazmidalapu) rendszeren keresztil
kivanta megvalodsitani.

A)
intimin IR —
P RBS RBS
J23101 BO034 BOD34
Nanobody
bttt ddettt et Ottt
Sl il Wddesbosebbietiid
Intimin GFP
szintetikus adhézids faktor fluoreszcens fehérje
tumor specifikus kotodés detektalas
B) |
p /' (_D '\
_—.—l Blade I e e & I ClyA l_
P RBS I l2 RBS
J23101 B0034 Pgap 80034
( (& )
w1
BLADE Citolizin A (ClyA)
kék fényre homodimerizalddd modositott pérusformald toxin

AraC transzkripcios faktor

4. abra. A NanoBlade-t alkoté genetikai konstrukcidk felépitése. A) Nanobody Display
System, B) BLADE Expression System.

A tumordiagnosztikat lehetdévé tevo Nanobody Display System segitségével a
baktérium felszinén egy kisméret(i (15 kDa), Nanobody (egy doménes antitest)
fehérjét kivantunk kifejezni, mely szelektiven képes rakos sejteken nagy
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Csorba, Dénes, Emddi, Golarits, Nyiri

képiaszamban kifejezett molekuldkhoz kotddni, ami segiti a tumorkolonizaciét.
A mi esetliinkben ezek az EGFR (epidermalis novekedési faktor receptor) és a
CEA (carcino-embrionalis antigén) terapias célpontok voltak. A tumorszévet
szervezeten bellli elhelyezkedése pedig a rendszer altal kifejezett fluoreszcens
GFP (Green Fluorescent Protein) molekulak altal valik azonosithatova. Ehhez a
Pinero-Lambea és mtsi munkajat hasznaltuk fel, de késébb ezt tovabbfejlesztve
egy rekombinans DNS konstrukcioban 6tvoztik a sejt specifikus adhézidéra vald
képességet és detektalast, egy kompaktabb rendszert létrehozva [10]. Ezt a
konstrukciét MiniNano Display System névre kereszteltiik. A rendszer lényege,
hogy a baktérium a rakos sejtekhez kotddik, ott elszaporodik és fluoreszcens
fehérjét expresszal, igy lathatéva valnak a daganatos sejtek.

A) B

300000 2,5x10°

e

Fényintenzitas
o
14
2o+
Bl <3
- 57%
.
I s6%
[ 100%

Il s5tét kontroll
a50000 4 | I kék fénnyel bevildgitott minta

580/620 nm

2,0x10°
200000 (exc/em)
1,5%10°
150000 -

1,0x10°%
100000 4

5,0x10°
50000 +

Fluoreszcencia intenzitas (-)

o - 0,0

Relativ Fluoreszcencia Intenzitas (-) (FI/OD600)

0 1 2 3 4 5 6 7

1d6 (6ra) Fényintenzitas
) Sotétben tartott Kék fénnyel
kontroll minta besugarzott minta

Véres agar lemez bevilagitas kézben

BLADE-mCherry BLADE-CIyA BLADE-mCherry BLADE-ClyA
Negativ kontroll Negativ kontroll

b

\ t
elszintelenedett /. \ elszintelenedett /M8
véres agar / véres agar /4

.,-

5. abra. A BLADE Expression System karakterizalasa. A) Kék fény hatasara (~450 nm)
indukalt fehérjetermelés nyomon kdvetése mCherry fluoreszcenciajanak detektalasan keresztiil,
dsszehasonlitva a sététben tartott mintaval. B) A fényintenzitds hatasanak vizsgalata az
mCherry termelésre (4 dra eltér6 kék fényintenzitason (0-100%) torténd bevilagitas utan, 37°C-
on). C) Kék fény hatasara termelt citolizin A bioldgiai aktivitisanak mérése véres agar lemezen.
Negativ kontroll: mCherry-t kifejez6 baktérium. Bal oldali kép: Véres agar lemezekrol késziilt
kép felvétel (4 6ra kék fény bevildgitas vagy sététben tarolas utan, 37°C-on ) Jobb oldali kép: A
kék fénnyel besugarazott agar lemez a besugdrzas kézben, melyet a 6. A) abran lathatd
késziilékkel végeztiink.
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Csorba, Dénes, Embdi, Golarits, Nyiri

Az L-arabindzzal indukalhaté arabindz-operon napjaink egyik gyakran hasznalt
prokariéta expressziés rendszere (AraBAD), melyet Barbara Di Ventura
kutatécsoportja emelt at az optogenetika eszkdztaraba, és tette arabindz helyett
kék fénnyel aktivalhatova [11]. A transzkripcids faktor (AraC) arabindzkotd
doménjét cserélték le egy kék fény (460 nm) hatdsara dimerizdlodé doménre
(VVD, Vivid), igy a fehérjetermelés kivaléan szabalyozhatd térben és iddben,
nem karos fénybevilagitds hatdsara. A NanoBlade terapids hatasaért felel6s
BLADE Expression System is erre épil, egy kék fényre aktivalhatd, genetikailag
kédolt hatdéanyag leadd rendszert képezve. A rendszer segitségével egy
porusformald bakteridlis toxint, citolizin A-t (ClyA) juttathatunk a tumor-
kérnyezetbe, mely képes a rakos sejtek lokalis elpusztitdsara [13].

Az elvégzett munka és eredmények

Tavasszal terveztiik meg projektiinket, mind a genetikai konstrukciok, mind a
teszteléshez szikséges kisérletek tekintetében. A nydron kovetkezett ezek
megvaldsitasa, melyet féként 06nalldan, idonként szakértdk bevondasaval
végeztik. Végul, az eredményeinket az 0sszel leadasra kertl6 Wiki oldalunkon
O0sszegeztik.

A terdpias hatasért felelOs, kék fényre indukalhatdé BLADE expresszids rendszert
kédold plazmidokat sikerrel allitottuk eld és vittiik be a mddositani kivant és
fehérjetermelésre széleskorlien hasznalt Escherichia coli BL21 baktérium-
torzsbe. A rendszert tobbszorésen kivantuk karakterizalni, de els6képp a
fényaktivalhato fehérje termel6dést akartuk jobban megismerni, modellezni.
Ehhez a toxin helyett egy fluoreszcens mCherry fehérjét termeltiink, idében
kénnyen nyomon kdvethetdvé téve a folyamatot. A termelés iddbeli valtozasat,
illetve a fénybevildgitas intenzitdasatél vald fliggését is vizsgaltuk. Az
eredmények azt mutattdk, hogy valéban sikerllt kék fény hatdsara fehérje
expressziot indukdlnunk a sotétben tartott kontrollhoz képest, melyre a
fényintenzitas is befolyassal bir, ugyanakkor az aktivalas mértéke jelentésen
elmaradt az irodalom alapjan varttél. Az e mogott allé ok felderitésére nem allt
rendelkezésre idOnk, igy attértliink a citotoxikus fehérje vizsgalatara. Ennek
termelddését SDS-PAGE gélelektroforézissel vizsgaltuk, mig bioldgiai aktivitasat
véres agar teszt alapjan értékeltlik, hisz a ClyA képes lizalni emlds sejteket [12].
A lemezeken egyértelmlen lathattuk a hemolizist jelz6 elszinez6dést az
mCherry-hez (kontroll) képest, am sajnalatunkra a sotétben tartott és
bevilagitott mintdak koézt nem tapasztaltunk kilonbséget. A gélfuttatdsa is
hasonlé eredménnyel zarult, igy szamos kérdést kellene még megvalaszolnunk
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rendszerlinkkel kapcsolatban, miel6tt azt esetleg allatkisérletekben is tesztelni
lehetne.

A Nanobody Display System-et hordozd plazmidokat a rendelkezésre allé rovid
id6 alatt (2 hénap) nem sikerllt elallitanunk. Ebbdl fakaddan nem tudtuk
gyakorlatban is tesztelni a koncepcidonkat, azonban problémamegoldd

képességeink bizonyosan jelentésen fejlodtek a molekularis bioldgia teriletén.

lllll

6. abra. A verseny soran fejlesztett bevilagitasi hardver eszkézék. A) Az els6, nem
programozhato baktérium kulturak bevilagitasara alkalmas készilék. B) RaccOpto -
programozhatd eszkéz (bevilagitasi id6, fényintenzitas), ami 96 lyuku sejttenyészté lemez
bevilagitasara késziilt.

Ugyanakkor legnagyobb sikerlink azon bevilagité rendszerek megalkotasa volt,
amelyekkel a kék fényre aktivalhaté fehérje expresszids rendszert tesztelhettiik
(6. abra). Mindkét eszkdz el6nye a korabbi irodalmi példakkal ellentétben, hogy
konnyen és olcsén elkészithet6k voltak, az alkatrészek kereskedelmi
forgalombodl potolhatdk, illetve 0Osszeadllitdsuk kifejezett szakértelmet sem
igényelt. Az eszko6zok LED alapuak, és mig az els0 eszkdz esetében a
szabdlyozas manualis volt, a masodik eszkdzliink mar programmal volt
irdnyithatd. A RaccOpto, 96-lyuku lemezre tervezett eszkoziink egy aluminium
lemezbdl, egy ventilatorbdl és 96 db LED-bdl allt, melyek oszloponkénti vagy
soronkénti vilagitasprogramjat egy specidlis dimmer-kapcsolé szabdlyozza
idében és intenzitasban.

A tudomanyos munka csupan egy szlik szelete a csapatok elé allitott
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kihivasoknak, igy egy sor mas tevékenységet is folytattunk. A korabban emlitett
Human Practice keretében vizsgaltuk formaldédo projektiinket szocio-6kondmiai
szempontbdl. Ennek els6 |épéseként egy kérddivet készitettlink, amiben
megprobaltunk felmérni, hogy a kitdltbk milyen tudassal rendelkeznek a
genetikailag modositott él6lényekrdl és a GMO-alapu terapidkrdl (Genetically
Modified Organisms), hisz a NanoBlade is e teriilethez sorolhatd. Osszességében
nem tapasztaltunk nagyfoku ellendllast a GMO-alapu terapiakkal kapcsolatban,
viszont a valaszaddk hidanyos GMO-kal kapcsolatos tudasa tetten érhet6 volt.
Ezért oktatasi tevékenységet szerveztiink, és részt vettiink az ELTE Kutatok
Ejszakaja programsorozaton, ahol érdekes és izgalmas alloméasokkal késziiltiink
a latogatok szamara. Tovabba, a kérddiv segitségével azt is sikeresen felmértik,
hogy a potencialis végfelhasznadlok részérdl milyen aggalyok merilhetnek fel a
termék felhaszndldsaval kapcsolatban. Ezeket megismerve felkerestlink olyan
kutatokat, akik az altalunk vizsgalt témakorokkel foglalkoznak, és kikértik a
véleménylket, hogyan lehetne a projektiink még biztonsagosabb és
hatékonyabb.

Ahogy a tudomanyos életben, az iGEM-en is kiemelkedd szerepe van a csapatok
kozotti egyittmikodéseknek. A verseny soran oOsszesen kilenc csapattal
muUkddtink egyltt kilonbdzo feladatok mentén, valamint egy kelet-eurdpai
,mini” konferencia megszervezését is vallaltuk. A verseny talan egyik
legkiemelked6bb élménye mégis az volt, amikor ezekkel a csapatokkal
személyesen is tudtunk taldlkozni az oktoberben, Parizsban megszervezett
Grand Jamboree-n.

Grand Jamboree - egy tudomanyos , fesztival”

A ,Grand Jamboree” az iGEM versenyt hagyomanyosan lezaré nagyszabasu
konferenciarendezvény, mely sordn a csapatok nem csak bemutatjak
projektjlket a biraloknak, de a versenyzd csapatok is talalkozhatnak egymassal.
Az eseményt Parizsban, a Paris Expo nevi helyszinen rendezték meg. Ez volt az
elsé alkalom, hogy a Jamboree-t nem Bostonban tartottdak. Ezt haroméves
el6késziilet eldzte meg, hisz a pandémia miatt az el6z6 években nem volt
lehet6ség a személyes talalkozéra. Ugyanakkor a hosszi elGkészilet a
rendezvény magas szinvonalat vonta maga utan, és a haromnapos eseményen
0sszesen 3500 versenyz0 vett részt a vildg 45 orszagabdl.

Csapatunk a konferencia els6 napjan zart kérben, egy hattagu zslirinek adta elo

7 .

és tizenot perc allt rendelkezéslinkre, hogy nemcsak mérési eredményeinkrol
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szamoljunk be, de azokrdl a szempontokrdl is, amelyek tovabb formaltak
Otletiinket. A birak ezutdn szamos kérdéssel mérték fel a valasztott témaban

szerzett jartassagunkat, és érdekldodésiik kiterjedt a projektiink késdObbi
implementacidjara is.

‘ctober 26 - 24
Paris Exp
Porte de Vers

7. dbra. ElIményképek a ,,Grand Jamboree”-rél. A hatalmas rendezvényhelyszinen minden
arra volt kihegyezve, hogy a versenyzok minél kénnyebben megismerjék egymast. Minden
versenykategoria egy sajat ,faluban” (angolul: villages) allithatta fel standjat, mely egy kiallité
asztalbodl, illetve egy monitorbdl allt, amelyre a csapatok posztereiket vetithették ki. Ez valoban
véroskara emlékeztetett, megteremtve a barati légkért. (Fotd: Englert Fanni)

A Jamboree masodik napjanak kozéppontjdban a kozosségépités allt.
Lehet8ségink nyilt meglatogatni mas csapatok standjait, ahol gyakran kisebb
tomegek gyliltek 6ssze és hosszU beszélgetések is kialakultak. Itt a résztvevok
meg tudtdk osztani a verseny soran szerzett tapasztalataikat, valamint
elgondolkoztatd kérdésekkel és innovativ otletekkel segiteni egymas tovabbi
munkajat.

A konferencia a versenyz6k személyes, illetve projektjik tovabbi fejl6ddését is
segitette. Betekintést nyerhettlink az iGEM versenyt tamogato szervezetek altal

BIOKEMIA
XLVII. évfolyam 1. szam 2023. madrcius
15



Csorba, Dénes, Embdi, Golarits, Nyiri

nyUjtott lehetdéségek tarhazaba (pl. IDT, a Beckman Coulter vagy az FBI),
valamint megismerhettik a startup cégek vildgat is. Workshop-okon
gazdagithattuk ismereteinket (megkdzelitéleg 60 kurzuson vehettliink volna
részt), és szakért6k altal tartott eldadasok inspiraciét nydjtottak arra, hogy a
szintetikus bioldgia hogyan valhat mindennapi eszk6zzé és tudhat megoldast
biztositani regionalis és globalis problémakra.

Ezt a napot ismét egy, mar kotetlenebb prezentacié zarta. Minden ,faluhoz”
tartozott egy un. Plaza szinpad, melyen lehet6ségiink volt a NanoBlade-rdl és
annak megvalodsitasahoz vezetd utrdél beszélni egy nyilt el6adas keretében. A
konferencidn megismert résztvevok, kollaboraciés csapatok és biralok mind a
hallgatdsagot erdsitették, ezzel is tdmogatva minket.

Az esemény csuUcspontjanak mégis az eredményhirdetés bizonyult. Egy
hatalmas szinpad el6tt egy(tt izgult és Gnnepelt tobb ezer fiatal, akik kozel egy
év faradhatatlan munkajanak eredményét koronaztdk meg ezzel. Meghatarozo
élmény volt szamunkra részese lenni ennek a koézdsségnek és latni, hogy a
k6zos érdekl6dés a szintetikus bioldgia irdant és a kdrnyezetlink segitése minden
résztvevonek egyarant sziviigye.

A dijak kiosztdsa a korcsoportok (Overgrad, Undergrad és High School),
valamint a 12 kategdria szerinti besorolas alapjan zajlott. Minden csapat
izgatottan varta, ki lesz a korcsoportjdban a fédij, azaz a ,Grand Prize”
elnyerdje. A mi kategdridnkban (Overgrad) ezt a dan, Ucopenhagen csapat
érdemelte ki. Ok a tengerekben és dcednokban visszamaradd haldszhaldk
okozta természeti karok orvosolasat tlzték ki célul. A legjobb terapias projekt
dijat pedig a svajci Uzurich csapata nyerte el egy hozzank hasonlé terapias
baktériummal. Csapatuk Escherichia coli-ban gyulladdsos bélbetegségek
(Crohn-betegség, IBD) kezelésére tumor nekrézis faktort neutralizald
Nanobody-kat termeltettek.

Kulondijakkal jutalmaztak azokat a csapatokat is, amelyek a verseny egy-egy
aspektusaban kiemelkedb6en teljesitettek. Habar csapatunk kiléndijjal nem
gazdagodott, a biralatok alapjan a Wiki oldalunk, az altalunk fejlesztett hardvare
és edukacids tevékenységiink magas szinvonalu lett. A Wiki oldalunk, s rajta
minden eredménylink az aldbbi linken megtekinthetd: https://2022.igem.wiki/
elte/index.html.
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Végll a verseny zarasaként kihirdették azoknak a csapatoknak a listajat, akik
érmet szereztek. Ennek elbirdldsa az alapjan zajlott, hogy a kitlzott
mérfoldkovekbdl az egyes csapatok mennyit tudtak elérni. A 25 szempontot
tartalmazo pontozasi listat az ELTE csapata majdnem maradéktalanul sikeresen
teljesitette, ezzel kiérdemelve az arany mindésitést!

Tapasztalatok

A versenyen vald részvétel csapatunk szamara egyedulalld élményt nyujtott.
Magyarorszag képviselete mellett bliszkék lehettlink az elért eredményeinkre is,
hisz sikerilt megallnunk a helylinket mas, sokkal tapasztaltabb csapatok kozt.

Az iGEM soran nemcsak a tudomanyos kisérletek tervezése és elvégzése a cél,
hanem olyan képességek elsajatitdsa is, mint az 6nalld6 munkavégzés vagy a
csapatmunka megfeleld szervezése, és hatékony kommunikacid tarsainkkal.
Mégis talan az a legértékesebb, hogy megtapasztaltuk, az elmult éveket olyan
tudds megszerzésével toltottiik, mellyel megoldast talalhatunk kozdsséglinket
érint6 valos problémakra. Ezen fellil mas csapatokkal kialakitott kapcsolataink a
késobbi szakmai palyafutdsunk soran elénydsek lesznek.

A verseny ugyan rengeteg energiaval, idovel és elkbtelez6déssel jart, azonban
ezeket mind pétolja a megszerzett tapasztalat és a sok élmény. Az ELTE-t
els6ként képvisel6 csapat tagjai minden tekintetben sokat fejlédtek az egyutt
toltétt munka idején, és reméljik, hogy mas hallgaték érdeklédését is
felkeltettiik akar a versennyel, akar a szintetikus bioldgiaval, de leginkabb azzal
kapcsolatban, hogy merjék keresni és megragadni az Oket korilvevé épitd
lehet6ségeket. Mindenesetre Csapatunk  egyik 0 célja, hogy
kezdeményezésiinket mas hallgatdk folytassak, és tudasunkkal a kovetkezd
Csapat induldsat tdmogathassuk.
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A MITOKONDRIALIS a-KETOSAV-DEHIDROGENAZ
ENZIMKOMPLEXEK MUKODESE, SZERKEZETE ES
SZABALYOZASA

Wittinger Soma*, Szabé Eszter?, Ambrus Attila*
‘Egis Gyogyszergyar Zrt., )
2 Semmelweis Egyetem, Biokémiai Tanszék

Bevezetés

A mitokondridlis enzimkészlet része a kiemelt jelentdségli a-ketosav-dehidro-
genaz enzimcsalad, amelynek képvisel6i enzimkomplexek formajaban integ-
ralédtak a klilonb6z6 metabolikus Utvonalakba. Eltéré szubsztrat-specificitasuk
szerint négy komplexet kllonbdztethetiink meg. A piruvat-dehidrogenaz
komplex (PDHk) az aerob szénhidrat metabolizmusban jatszik szerepet, a
glikolizisben keletkez6 piruvatot alakitja acetil-Koenzim-A (acetil-KoA)-va [1]. A
citratkorben taldlhaté az o-ketoglutarat-dehidrogenaz komplex (KGDHk),
amelynek mikodése mind a lebontd, mind pedig a felépitd folyamatok
szempontjabdl nélkilézhetetlen [2]. Az aminosav anyagcserében az eldgazé-
szénlanclu a-ketosav-dehidrogendz komplex (ELKDHk), valamint az a-
ketoadipat-dehidrogendz komplex (KADHk) jatszik kozre. El6bbi a wvalin,
izoleucin és leucin aminosavak metabolizmusaban vesz részt, utobbi pedig a
lizin, hidroxi-lizin és triptofan lebontasaban jelentés [3, 4]. A komplexek
mindegyike harom f6 alegységbdl épil fel, eszerint beszélhetlink E1-, E2- és E3-
alegységekrdl. Az anyagcserében bet6ltott kulcsfontossagu szerepiiknél fogva
mutdcidik neurodegenerativ megbetegedéseket és metabolikus zavarokat
okoznak, ezzel Osszefliggésben pedig gyakran kutatott terlilet a reaktiv
oxigénszarmazék (ROS) termel6 képességlik is [5, 6]. Jelen publikacidnk célja
a szakirodalom jelenleg elérhet6 o-ketosav-dehidrogenaz enzimkomplexekrdl
sz6l6 ismereteinek magyar nyelv(i rovid 6sszefoglalasa.

Miikodés

A reakcidsorban az els6, vagyis El-alegység az un. a-ketosav-dehidrogenaz
enzim, ami prosztetikus csoportként tiamin-pirofoszfatot (TPP) tartalmaz nem-
kovalensen kotve, és két reakciét katalizadl [7]. El6szor a szubsztrat
dekarboxilacidjat hajtja végre, aminek soran a TPP koenzim tiazol gy(rije
deprotonalddik, igy pedig C2 atomjan negativ toltés jelenik meg. Ez a karbanion
a tovabbiakban nukleofil dgensként képes az oxosav Ca atomjanak meg-
tamadasara. A piruvat-dehidrogenaz példajabdl kiindulva az igy keletkez6
intermedier a 2-laktiltiamin, ami a kialakulasat kovetéen dekarboxilalodik [8].
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Ezt kOvetden az eredeti oxosav Ca atomja és a tiazol gylrd C2 atomja kozotti
kapcsolat két szerkezettel irhaté le (1A. abra).

A B
Tiamin-pirofoszfat Hidroxietil-TPP
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1. abra A PDHk E1- és E2-alegysegel altal katalizalt reakciok és intermediereik. A) A
TPP és a piruvat reakcidja. Az 1. és 2. szamjelzés(i molekulak a hidroxietil-TPP molekula
hatdrszerkezeteit jelzik: 1.) karbanion forma, 2.) enamin forma [8]. B) A lipoamid és a
dekarboxilalodott ketosav reakcidja, illetve a KOA reakciduthoz torténd csatlakozésa. Az ébra a
MarvinSketch programmal készlilt.

Az El-alegység altal katalizalt masodik reakcié soran az E2-alegység
(dihidrolipoil-transzacilaz) prosztetikus csoportja, a lipoamid ditiolan gydrijének
diszulfid-kotése felszakad (kételektronos redukcié) és a 8-as helyzet( kénatom
a dekarboxildléddott ketosav acilcsoportjaval tioészter kotést létesit (ezzel
egyidében a lipoamid 6-os helyzet(i kénatomja tiolcsoporttd alakul, mig a TPP
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visszatér eredeti allapotaba) [8, 9]. A kialakuld tioészter koztitermék - az
oxoészterekkel ellentétben - makroerg vegyilet [10] (1B. abra).

Ezt kovetden az acildlt lipoamid karbonil szénatomjat a Koenzim-A terminalis SH
(tiolat)-csoportja nukleofil szubsztitlcidos reakcid keretei kdzott tamadja meg,
minek kovetkeztében a 8-as helyzetl, acilcsoportot vesztett kénatom szintén
tiolcsoporttd alakul [11]. Ezen - E2-alegység altal katalizalt - reakcié soran
|étrejon az acil-KoA vegyllet (lasd 1B. abra), amely magas csoportatviteli
potencidljanak koszénhetéen képes lesz részt venni tovabbi anyagcsere-
folyamatokban.

Az acil-KoA vegylilet létrejottével még nem ér véget az elsd katalitikus ciklus, az
E2-alegység prosztetikus csoportja ugyanis a reakcidé kdzben teljes mértékben
dihidrolipoamiddd (DHLA) redukalodott (lasd fent). Az utolsdé katalitikus
alegység, a (dihidro)lipoamid-dehidrogenaz enzim (E3, LADH) azonban képes
visszaallitani a lipoamid eredeti elektronallapotat, biztositva ezaltal az Uj
katalitikus ciklus elindithatdosagat [12]. A kilénb6z6 enzimkomplexekben az E3-
alegység nem mutatott eltérést sem miikodésében, sem pedig szerkezetében,
igy a négy komplex ko6zds alegységeként tartjdk szamon. A LADH aktiv
centrumaban egy katalitikus His bazis, egy redox-aktiv (két Cys altal alkotott)
diszulfid-kotés és egy prosztetikus csoport, a flavin-adenin-dinukleotid (FAD)
talalhatd [12]. A dihidrolipoamid az E3-alegység aktiv centrumaba érve a His
katalitikus bazis altal deprotonalddik az egyik tiolcsoportjan. A kialakult tiolat-
csoport er6s nukleofil sajatsaganak koszénhetéen igy mar képes lesz
megtamadni az E3 redox-aktiv diszulfid-kotését: egy atmeneti, Un. kevert
diszulfid-hid alakul ki az enzim FAD-t6l tavolabbi (disztalis) redox-aktiv Cys
kénatomjaval. Ezt kovetden a kevert diszulfid-hid megszlnik, Ujbdl kialakul a
ditiolan gy(irl, a redox-aktiv Cys-ek pedig redukalt allapotba kerlilnek (a
megfeleld elektron-atmenetek kovetkeztében). A mechanizmus késG6bbi
folyamatai arra irdnyulnak, hogy a LADH altal felvett elektronok a végsé
elektronakceptorra, a nikotinamid-adenin-dinukleotidra (NAD*) kerlljenek. A
lipoamid aktiv centrumbdl vald tavozasat kovetéen az E3 tobbletelektronjai
els6sorban egy un. toltésatviteli-komplex formajaban vannak jelen az aktiv
centrumban. Ebben a komplexben a tobbletelektronok a FAD és a proximalis Cys
tiolat kozott oszlanak meg. A toltésatviteli-komplex egyensulyt tart a FADH, —
Cys-S-S-Cys, illetve FAD — (Cys-SH), rendszerekkel, amelyek hozza képest
kisebb populaciékkal vannak reprezentalva (NAD* jelenlétében a FADH, allapot
bizonyos fajokban inkabb mar csak FADH,-NAD* addukt formajaban jelenik meg
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szamottevd mennyiségben). A FADH,-NAD* kéztitermék megjelenésével
egyidoben az aktiv centrum diszulfidhidja ismét kialakul (teljes populaciéval),
majd a NAD+* teljesen redukalddik, a FAD pedig Ujra oxidalt allapotba kertl [13,
14] (2. abra). Ezzel a katalitikus ciklus befejezO0dik, az Osszes alegység a
kiindulasi allapotba tér vissza, mikdézben CO,, acil-KoA és NADH keletkezik.

ﬁl D:gl'\/‘\l (1) Fﬁl Lipoamid 2 Fﬂl
= NH = NH = NH
H-C H Hy N

Cys45 o R2 o R? 0
R 5 oM CH,),CONHE 5 Hg
5, ﬁ (CHo) ] N2
H,0, N R2 Cys50 . .
d- NADH+H™ | Ay HmH N SN HO

(3) Rt
/ LT
NAD* H / NH
0, R2 o 0,
/ "
R2
“ R1 Hy SN (5) Rty
HC \:—k/\ Hy N NYO
|
R%iH Is)
sH%
s R2
{hz
Hy S NADH+H" NAD" Y

=

2. abra. A LADH aktiv centrumanak reakcioi. (1): A DHLA kevert diszulfid kétése a FAD-tdl
nézve disztalis ciszteinnel. (2)-(4): Az LA tavozasat kévetben a 2-elektron (altal) redukalt
enzimben kialakult (egyensulyi) specieszek. (5): Magas NADH/NAD+-arany mellett Iétrejéveo,
patoldgiasan relevans, 4-elektronnal redukalt enzim. Alacsony NAD+ koncentraciéo mellett az
oxigén is szolgalhat e/ektronakceptorkent igy az enzim hidrogén-peroxidot, illetve szuperoxid-
aniont lesz képes elballitani (ROS-képzés). A cikk terjedelmi korlatai miatt a ROS-képzés
részletes bemutatasara az itt hivatkozott akadémiai doktori értekezést ajanljuk az érdeklodbk
Zgye/f;nebe [15]. R1 = ribitil-ADP, R2 = -CH2CHNHCO. Az abra a MarvinSketch programmal
eszilt

Szerkezet

Az E1l-alegység minden érintett komplexben eltér aktiv centrumanak
felépitésében szubsztrat-specificitasabol kifolydlag. Ha a szubsztrat ketosavak
altalanos szerkezetét az R-CO-COOH képlettel szeretnénk leirni, akkor az R-
csoportok a kilénb6z6 komplexeknél a koévetkezbképpen valtoznak: CH.-
(piruvat) a PDHk, HOOC-(CH,),- (a-ketoglutarat) a KGDHk, HOOC-(CH,),- (a-
ketoadipat) a KADHk, és (CH,),-CH-CH,- (a-ketoizokaproat), CH,-CH,-CH(CH,)-
(o-keto-B-metilvalerat), vagy (CH,),-CH- (a-ketoizovalerat) az ELKDHk ese-
tében (ez utdbbinal a kiinduldsi szubsztratok rendre a leucin, izoleucin és valin
aminosavak transzaminacios termékei) [16]. A PDHk és ELKDHk esetén az E1-
komponensben a- és B-lancokbdl felépiilé heterotetramerek (o,B,) vannak jelen
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[17]. Kivételként jelentkezik a KGDHk, mivel itt az egynem( E1-alegység lancok
egy egyszer(i homodimert alkotnak [18, 19]. A PDHk és ELKDHk esetén az a-
lancok adjak az enzim aktiv centrumat (lanconként egyet-egyet), mig a B-lancok
funkcidja valdszinlleg az enzimkomplex tovabbi alegységeihez valé kétédésben
merul ki. A TPP pozicionaldsa érdekében az aktiv centrumhoz kozeli megfeleld
aminosavak oldal-, illetve f6lancaik segitségével kapcsolddnak a prosztetikus

77 rr

csoport pirofoszfat részéhez és aminopirimidin gydr(ijéhez [20].

Az E2-komponens kulcsfontossagu strukturdlis szerepet tolt be a komplex
egészének kialakitadsaban. A szakirodalom a monomerek vizsgalata kapcsan
harom régiordl szamol be. A C-terminalisnal elhelyezkedd Uun. mag-domén adja
az enzim aktiv centrumat, ettél N-terminalis irdanyban a periférids alegység-kot6
domén (PAD) talalhatd, a lanc N-termindlis képletét pedig a liponsav-koté
domén(ek) (LKD; lipoil-doménként is emliti a szakirodalom) adja/adjak. A PAD
felelds altaldban a tovabbi alegységek csatlakozasdaért a teljes komplex
vonatkozasaban. Az LKD-k egy lancon belili szama - ami egy és harom kozott
valtozik - sokszor eltérést mutat a vizsgalt fajok tekintetében, illetve a
komplexek egyes képvisel6i kdzott is (3. abra) [21]. Egy LKD egy liponsav-
kofaktor kotésére képes. Két monomer kapcsoldodasan keresztll alakul ki az
aktiv centrum, ennél fogva az oligomerizacid az enzimaktivitas feltétele [22]. A
katalitikus centrum ko6zelében taldlhaté két egymasra nagyjabol merdleges
olddszer-csatorna, amiken keresztil az acildlt lipoamid és a Koenzim-A elérik az
enzim aktiv helyét. Erdekesség, hogy a KGDHk és KADHk ugyanazt az E2-
alegységet hasznalja [23].

E. coli és
A. vinelandii
PDHk

E2 hPDHK

hKGDHk
hELKDHk
hKADHk

,:3
III

I
LKD PAD Mag-domén

3. abra. Reprezentativ E2-alegységek sematikus domén szerkezetei. A vizsgalt fajtol és
az enzimkomplex tipusatdl fiiggoen eltér6 szamu (egy, ketté vagy harom) liponsav-kété (un.
lipoil-) domén jelenhet meg az egyes E2-alegységekben. A domének kézétti linker régiokat
folytonos fekete vonal jelzi. Az abra jobb oldalan a vizsgélt faj és az alegység eredete keriilt
feltiintetésre. Roviditések: liponsav-kété domén, LKD; periférias alegység-koto domén, PAD. A
~h” jelzés human eredetli enzimkomplexre utal [ 21].
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Az E2 fehérjékhez nagy hasonldésagot mutato tovabbi lehetséges alegység az un.
E3-kotd fehérje (E3KF), amely monomerenként csupan egyetlen liponsav-koto
régidval rendelkezik, illetve elveszitette katalitikus aktivitasat. Ez a lanc
kizarélag bizonyos eukariéta (pl. éleszt6, emlds) PDHk-k esetében kerlt
megfigyelésre, aholis a LADH/E3 kapcsolodasat teszi lehetévé [21].

1. tablazat. Lanc-sztochiometria human és E. coli a-ketosav-dehidrogenaz komplexek-
ben [22. 30, 31].

H. E1l E2 E3
sapiens Lancok Lancok szama Sl “als E3KF
szama szerkezete szama
120" 60* pentagonalis 12% 12%
PDHK 160" 40%* doc(j;gi;jer 40%x 20%*
KGDHk 24 24 kocka (8x3) 12 -
ELKDHk 12 24 kocka (8x3) nincs adat -
E1l E2 E3
E. coli Lancok Lancok Mag Lancok E3KF
szama szama szerkezete szama
PDHK 24 24 kocka (8x3) 12 -
KGDHk 12 24 kocka (8x3) 12 -

*: addiciés modell
**: szubsztitlcids modell

A fenti komplexekben k6z6s E3-alegység két lanca funkcionalis homodimert
alkot. A fehérjelancon belll négy domén éplil fel (FAD-k6td, NAD*/NADH-k6t6,
kozponti, illetve dimerizacios domének) [24]. A lanconkénti egy aktiv
centrumban a FAD prosztetikus csoport (az izoalloxazin-gy(rd), a katalitikus
bazis (His) és a redox-aktiv Cys-par taldlhatd meg (lasd fent). A
homodimerizacios felszin kozelében taldlhaté két aktiv centrumra nyild
olddszercsatorna. Az egyik egy meglehetésen hidrofob, ~10 A hosszUsagu
csatorna, amin keresztlil a DHLA koét6dése valdsulhat meg [24]. A masik egy
~20 A hosszUsagu, hidrofilebb karakter(i csatorna, melynek pontos funkcidja
jelenleg még nem bizonyitott, de feltehetden a katalitikus ciklusban felszabaduld
H*/H,0*, illetve a ,fizikailag” - a DHLA kotédésének hatasara - a csatornaban
megjelend extra H,O elvezetésére szolgalhat (4C. abra) [24]. Jelen ismereteink
szerint az E3 haromféle modon képes kotdédni a komplexekhez. Az eukariota
PDHk-kban az E3KF, a hKGDHk-ban els6sorban az E1, mig a tobbi ismert
esetben az E2-PAD valdsitja meg a kotdédést (utdbbi esetben az E1 és az E3
verseng ugyanazért a kotbhelyért) [25-27].
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A komplexek mikddésének feltétele az egyes alegységek egymassal létrehozott
szerkezeti strukturajanak kialakitasa. Az intakt komplex alapszerkezete minden
esetben az E2-komponensbdl épll fel, amely egy homotrimer (4A. abra) és ami
fajtol és komplextdl fiiggéen esetenként eltéré6 szamban van jelen (lasd 1.
tablazat).

4. abra. A munkacsoport altal meghatarozott hE3 és hE2k szerkezetek, illetve a
hKGDHk szerkezeti topolégia. A) A hKGDHk E2-alegységének homotrimer szerkezete (krio-
EM). Az egyes lancok rdézsaszin, lila és piros szinnel keriiltek feltiintetésre [22]. B) A hKGDHk
E2-alegységeinek homotrimer strukturaibol felépllé belsé (mag)szerkezet. Az egyes
homotrimerek egy kocka alaku szerkezet nyolc cstucsaban foglalnak helyet [22]. C) A hE3
réntgenszerkezete. A két monomer narancssarga, illetve szalmasarga szinl, a FAD palcika-
modelljében a C-, O-, N- és P- atomok rendre fekete, piros, kék, narancs szinliek. Az aktiv
centrumba vezets, egymdsra merbleges lefutasu LA-, illetve viz-csatorna rendre kék és
halvanyzéld szinli gébmbdkkel van modellezve a Caver program felhasznalasaval [24]. D) A
hKGDHk javasolt teljes szerkezeti topoldgiaja. Az El-alegységek vilagos- és sététzéld, mig az
E3-alegységek vilagos- és sotétkék szinekkel keriiltek feltlintetésre. Az E2-mag a B) panelben
bemutatottal azonos [22].
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Az E2-alegységhez hasonldéan az E1- és E3-alegységekbdl is tébb vesz részt a
komplett szerkezet kialakitdsaban. A lanc-sztochiometridban komplext6l és
fajtdl fliggden eltérések fedezhetdk fel, illetve az egyes komplexek Osszetételét
illetéen sincs mindig konszenzus az irodalomban. Egy kiemelend6 példa a
hPDHk, aminek 6sszetételére a mai napig két fobb elmélet nyujt magyarazatot.
Az Un. szubsztitlciés modell szerint a hPDHk-E2-bdl feléplld magszerkezetben
(20x3=60 fehérjelanc) minden harmadik lancot egy E3KF helyettesit [28]. Az
un. addiciéos modellben a 60 E2-lancot kiegésziti tovabbi 12 E3KF, igy dsszesen
72 lanc jarul hozza a magszerkezet felépitéséhez [29]. Fontos megjegyezni,
hogy az egyes fajokban és komplexekben talalhatd eltérések tekintetében a
szerkezet-meghatarozasra iranyuld kisérletek a mai napig zajlanak, és bar még
szamos esetben nem rendelkezik adatokkal a szakirodalom, ezen publikaciéban
a jelenleg elérhetd informacidnak is csak egy részlete kerll bemutatasra.

Az E2-alegység kozponti elhelyezkedése a szubsztrat-transzferben kulcsfontos-
sagu prosztetikus csoportjanak (illetve az azt hordozé doménnek [lipoil-domén])
ingaszerli mozgasi tulajdonsagaval magyarazhaté. Az LKD és PAD kozotti kb.
20-30 aminosav hosszUsagu, alaninban és prolinban gazdag linker régid
flexibilitdsanal fogva helyvaltoztatasra alkalmassa teszi az LKD-t, minek
kovetkeztében az - az aktuadlis acildltsagi és oxidacids allapotatdl figgben -
képes a komplex tovabbi alegységeinek aktiv centrumaival atmeneti kapcsolatot
kialakitani [31].

Szabalyozas

A komplexek szabalyozasa szamos mechanizmuson keresztil valosulhat meg,
aminek eredményeként az egyes multienzim-komplex aktivitasok mindig a sejt
aktualis igényeihez igazodnak. Az allosztérikus modulacié a legszignifikansabb
szabalyozasi forma. Ezenkivil az enzimreakciékban képzdd6 agensek (NADH és
az enzimkomplexek Koenzim-A-val kapcsolt végtermékei) a keletkezésiik helyén
visszahatnak az alegységspecifikus reakcidkra, és gatoljak Ujabb termékek
keletkezését [32]. A NADH tovabbi hatdsa, hogy nagy koncentracidban -
fizioldgias kordlmények kozott kielégitd energiaraktarakkal rendelkez6
sejtekben - az E3-alegységet 4 elektronnal redukalja, és ezaltal inaktivalja (lasd
2. abra) [15]. A NAD* jelenléte azonban képes ellensulyozni ezt a gatlasi
mechanizmust (a 4-elektronos redukalt allapot ilyenkor destabilizalodik), amely
ramutat a NAD*/NADH-arany fizioldgias jelentéségére. Allosztérikusan az alabbi
molekulak és ionok képesek kozvetlenll moduldlni a fenti enzimkomplexek
mikddését: AMP/ADP/ATP/GTP, zsirsavak, P0O3~, Ca?* és Mg?* (utébbi a TPP-vel
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van koordinaciéban) [33]. Az ADP és anorganikus ortofoszfat esetében példaul
a KGDHk a-ketoglutarat felé mutatott affinitasanak novekedésérdl szamoltak be
megtartott maximalis (kezdeti) reakciésebesség (v, ) mellett. A magas ADP-P,
szint a sejten bellli alacsony energiadllapot jelz6je, igy a citratkoéri enzim
miikodésének allosztérikus fokozdsa segiti az energiaraktarak feltoltését. Az
emelkedett ATP szint ellentétes hatast fejt ki [33].

Két emldés enzimkomplex esetében foszforildciés és defoszforilacids
poszttranszlaciés moddositasokkal tortén6 regulaciot is leirtak. A PDH- és az
ELKDH-komplexekhez tovabbi kindaz és foszfatdz aktivitasu enzimek
csatlakoznak, melyek ugyancsak allosztérikus szabalyozas alatt allhatnak (pl.
piruvat, Ca?*, ADP/ATP, acetil-KoA, NADH, inzulin altal, a megfeleld
enzimkomplexek esetében). A foszforilacid az E1-alegységek aktiv centrumaihoz
kozel - Un. foszforilacids hurkokon - talalhatd Ser aminosavakon valdsul meg, az
aktiv centrumokban sztérikus gatlast eredményezve [34]. A foszforilacid tehat
minden esetben inaktivalddast, a defoszforilaciéo pedig reaktivaciét idéz eld. A
PDHk kinazok tobb izoformajat is leirtak, amelyek egymassal oligomerizalédva
igen valtozatos enzimkinetikai paraméterekkel rendelkezhetnek. Tovabb
komplikalja a szabalyozasi mechanizmust a foszfatazokra iranyulé Ca?* ionok
altali modulacio: jelenlétiikben megfigyelték a foszfatdzok E1-alegységek
irdnyaba torténd affinitas-novekedését is (ez E2-alegység-fiiggé modon valosul
meg). Azokban a szOvetekben, ahol a Ca?* aktivalé hatassal rendelkezik (pl.
izom, agy), az itt bemutatott pozitiv allosztérikus modulacié kovetkeztében
emelkedett  intenzitdsi  metabolizmust  tapasztalunk. Igy  kerlhet
o0sszehangoldsra a megfelel6 szovetek megnovekedett energiaigénye az
anyagcserével [32].

Osszefoglalas

A szamos anyagcsere-utvonalban szerepet jatszé o-ketosav-dehidrogenaz
enzimcsalad miikodésének kdszonhetéen a mitokondridlis energiatermeléshez
elengedhetetlen molekuldk, illetve az aminosav és szénhidrat-metabolizmus
soran szlikséges intermedierek eldallitasa és atalakitdsa megy végbe. Az egyes
alegységek altal katalizalt konszekutiv enzimreakcidk kozti szubsztrat-
transzferek  megvaldsitdsdra ezek az enzimkomplexek egyedilallé
mechanizmussal rendelkeznek. A sejtekben folyamatosan valtozé metabolikus
igények kielégitése megkoveteli az enzimkomplexek pontos és gyors

« 7 s

esetekben foszforilacios/defoszforilacios moddositasok is szabalyozzak a
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komplexek aktivitdsat. Bar a mai napig felderitésre varnak egyes fajok és
komplexek kozotti pontos kilonbségek, a méltan kutatott enzimcsalad
képviselOi szerkezeti sajatsagainak leirdsara irdnyuld erbfeszitések a modern

« 7

eredményesebbnek bizonyulnak.
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PALACKOZOTT BOROK ELTARTHATOSAGA
A MEGVILAGITO FENY ES A PALACK ANYAGANAK
FUGGVENYEBEN

Laposa Zséfia', Keszei Erné?

1 pécsi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar,
Bioldgiai Intézet és Szl6lészeti és Boraszati Kutatointézet,
2 Eotvos Lorand Tudomanyegyetem, Kémiai Intézet,
Fizikai Kémiai Tanszék

Osszefoglalas

A borokat készitésiik és érlelésik soran legtébbszor fénytdl elzarva, sététben
taroljak. A palackok nagy része azonban kereskedelmi forgalomba kerdl,
szakUlizletek vagy szupermarketek polcaira, miel6tt a fogyaszték megvasarolnak.
Ezek jelent6és besugarzdasa az UV-A és az ibolya szinl tartomanyban
(320-440 nm) rontja a borok érzékszervi mindségét, amint ezt mar 1978-ban
leirtdk [1]. Az un. ,fényiz” (golt de lumiere) kialakuldsaért a fototermékek,
foként a szerves kénvegylletek felel6sek. A karosodas természete és mértéke
jelentOsen fligg magatdl a bortdl (fajta, készitési mdd, életkor stb.), valamint a
palack anyagatdl (szinétél) és formajatdl. Ebben a cikkben elGszor réviden
attekintjuk a legfontosabb karos fotokémiai folyamatokat irodalmi forrasok
alapjan. Ezt kovetden ismertetjik sajat kutatasainkat, amelyek soran els6ként
vizsgaltuk borospalackok in situ fényateresztési spektrumat kilonboz6
fényforrasok (napfény, fénycsévek és LED lampak) alkalmazasaval. A mérések
eredményeit és irodalmi fotokémiai adatokat felhasznalva modellszamitasokkal
megbecslltik az altalunk vizsgalt palackokban tarolt borok varhatdé polci
élettartamat. Erzékszervi vizsgdlataink - amelyek sordn azonositottuk a
kellemetlen mellékizvegylletek megjelenését a megvilagitasi id6 figgvényében
- alatdmasztottdk ezen szamitdsaink megbizhatdésagat. Eredményeink alapjan
javaslatot tesziink palackos borok polci eltarthatdésaganak novelésére.

Bevezetés

A borok 6sszetételérdl részletesen olvashatunk Kallay Miklds tankdonyvében [2];
itt csak roviden megemlitjik a kés6bbiek szempontjabdl fontos komponenseket.
A bor klilonb6z0 szervetlen és szerves anyagoknak valddi és kolloid alkoholos-
vizes oldata. Legnagyobb mennyiségben viz alkotja, tovabbi jelentds 6sszetevdi
az etilalkohol (altaldban 10-15 v/v%) és két monoszacharid, a sz6l6cukor és a
gyumadlcscukor.

1 A szerzOk Graf Laszlo professzor (ELTE, Biokémiai Tanszék) emléke elbtt tisztelegnek jelen
cikkiikkel.
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A tobbi komponens egylttvéve legfeljebb néhany szazaléknyi, mégis ez a tébb
szaz féle 6sszetevd adja az egyes borok jellegzetességét. Mennyiségik, illetve
egyaltalan jelenlétik nagymértékben fligg a sz6l6 fajtajatdl, termdohelyétdl, a
talaj Osszetételétdl, a borkészités mddjatol, valamint egyéb tényez6ktdl. Kis
mennyiségben glicerin, tanninok (polifenolok), terpének, cukormentes extrakt
(fémek, asvanyi anyagok), aminosavak, fehérjék, vitaminok és tobb szaz egyéb,

« 7

A borok tobbsége legfeljebb néhany g/l cukrot tartalmaz. A cukortartalom
alapjan megkilénboztetliink szaraz (4 g/l-nél kevesebb), félszaraz (4-12 g/l),
félédes (12-45 g/l) és édes (45 g/l felett) borokat. A cukrot tartalmazé borok
taroldsa, kezelése mindig tobb odafigyelést igényel, mint a szaraz boroké, mivel
nehezebb a stabilitds elérése. Fotokémiai szempontbdl vizsgalva a magasabb
cukortartalmu borok viszont kevésbé fényérzékenyek.

A borban el6fordulé savak mennyisége fligg a bor fajtajatél és az évjarattdl. A
borkdésav (1-5 g/lI) mellett a bor egyik legfontosabb sava az almasav;
mennyisége a borban 0-8 g/l korlli. A bor egyik természetes szerves
alkotéeleme a citromsav, alkoholos erjedéskor pedig borostydankdsav is
képz6dik. A borok fontos alkotdéelemei a tanninok, a fanyarsag egyik
legfontosabb meghatarozdéi.

A bor nitrogénvegylleteit a kovetkez6 csoportokba oszthatjuk: ammaoénium-
kation (NH]), amidok, aminosavak, biogén aminok, polipeptidek, peptonok,
proteinek és aminosavak. A bor nitrogéntartalml anyagainak koncentracidja
flgg a fajtatdl, a mlivelési modtdl és az évjarat idéjarasi tényezoitdl. Az dsszes
nitrogéntartalom 50-1800 mg/| kozott valtozik, igy a bor extrakttartalmanak
20-30%-at is kiteheti. A szOl0 feldolgozasi moddja is befolyasolja a
nitrogéntartalom alakuldasat: torkolyos erjesztés példaul noéveli a nitrogén-
tartalmat, a deritésnek pedig nitrogéncsokkent6 hatasa van. Az aminosavakban
levl nitrogén a borok 6sszes nitrogéntartalmanak 10-40%-at teszi ki.

A kénhidrogén és a kéntartalmu szerves vegylletek csak kis mennyiségben
fordulnak el6 a kész borokban, érzékszervi kiszobértékik azonban nagyon
alacsony, gyakran mindossze néhany pg/l. Klszobérték felett kellemetlen
szaguk van, ezért fotokémiai és bordszati szempontbdl is nagy jelent6séggel
birnak. A kénhidrogén a borban talalhatd legegyszeribb ill6 kéntartalmu
metabolit, amely zaptojasszagardl ismerhetd fel. Ezt a vegylletet altaldban
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élesztok termelik az elemi kén redukciéjaval, amely a szireti idészakban is
megtaldlhatd a sz6l6n vegyszermaradvanyok formajaban, de kisebb mennyi-
ségben képzbédhet a kéntartalmu aminosavakbdl is. Az elpusztult élesztdsejtek
is részt vesznek autolizistikkel a szerves kénvegyiiletek kellemetlen szaganak
kialakitasaban. Amint err6l a késObbiekben részletesen is szd lesz, fény is
eldidézheti a kellemetlen iz(i és szagu szerves kénvegylletek képzddését. A
merkaptanok szénhidrogénlancokhoz kapcsolddd szulfhidril- (SH-) csoportot
tartalmaznak. A dimetil-szulfidnak ((CH,),S) a kiszobérték felett rakra
emlékeztetd szaga van, kisebb mennyiségben pedig spdargara, gabonara és
melaszra emlékeztet. A borban néha eléfordulnak diszulfid vegyiletek is, mint
pl. a dimetil- és a dietil-diszulfid.

A borban talalhatok kilénb6zé vitaminok is, példaul B2-vitamin (riboflavin),
amit az élesztod is szintetizal. Ez fény hatasara bomlik, a vérosborokban azonban
a szinezékek tobbnyire megvédik ettdl. Deritésekkel és adszorbens-kezelésekkel
(szén, bentonit) mennyisége csokkenthetd. A B5-vitamint (pantoténsav) szintén
fontos megemliteni fotokémiai szerepe miatt. Ennek mennyisége az aszkolas
folyaman csokken.

Irodalmi attekintés

Ha a palackozott fehérborokat az Uzletek polcain viszonylag hosszu ideig éri
fény, annak hatasara mellékaromak képzédhetnek [3], szinvaltozas kévetkezhet
be [4, 5], valamint csokkenhet a kén-dioxid tartalom [6]. Ezen valtozasok
rontjdk a borok minGségét és lerdviditik eltarthatéosagukat. A valtozas mértéke
flgg a fényforras spektrumatdl, a fény intenzitasatdl, a palack optikai
tulajdonsagaitél és az eltelt id6t6l egyarant. A tovabbiakban részletesen
attekintink néhany fontos fotokémiai folyamatot, amelyek hozzdajarulnak a
borok Un. fényizének kialakuldsahoz.

A bor oxidacidja

A fehérborok oxidacidja legtobb esetben kedvezétlen érzékszervi valtozast okoz
[7]. A bor érlelése soran oxigént fogyaszt és a zardelemen (dugd, csavarzar)
keresztil idével még tobb oxigén jut a palackba [8]. A fénynek kitett borban az
alapallapotu triplett oxigén (30,) szingulett allapotba (*O,*) gerjeszthetd, ami
kénnyen reakcidba Iép a borban taldlhatd egyéb molekuldkkal. Soététben tarolt
borban nem keletkezik szingulett oxigén [7, 9]. A szingulett oxigén pl. reagal
terpénekkel, hidroperoxidokat képezve [10], valamint metioninnal is [11, 12]. A
rezveratrol egészségigyi el6nyei Osszefliggenek a szingulett oxigén kioltd
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képességével [13]; ezért a fénynek vald kitettség csokkentheti ennek a
vegylletnek a mennyiségét a borban.

A borban lévd atmeneti fémek, példaul a vas és a réz, amelyek jellemz6en 5,5
és 0,2 mg/l kordl vannak jelen [14], katalizaljak az oxidaciot. A vas(Il) az
oxigént gyokokké redukalhatja, majd a keletkez6 vas(III) oxidalhat bizonyos
borkomponenseket, igy regeneralhatja a vas(Il)-t, befejezve a katalitikus
ciklust. A tartarat anion fény hatdsara lebomlik, ami jelent6s hatassal lehet a
vas(IIl)/vas(Il)-ciklusra is [15-17].

A vaskatalizalt folyamatban keletkezd hidroxilgyok nagyon er0s oxidaldszer és
gyorsan reagal a borban Iévl szerves vegyiletekkel [9]. Az etanolt 1-hidroxi-
etil-gyokké oxidalja, amely azutan acetaldehiddé oxidalodik [18]. A hidroxil-
gyok kezdetben dihidroxifumarsav  képz6dését eredményezi, amely
dekarboxilezési és oxidacios reakcidk soran lebomlik, glioxilsavat és mas
vegylleteket képezve [9, 16].

H,SO,
A
Fe(ll) Fe(lll) SO, /‘ Fe(ll) Fe(lll)
e oA N A
0, - . HO> - - H,0, - - HO' - - H.O
hidroperoxid gyék hidrogén-peroxid hidroxil gyok
= R
Fe(lll)  Fe(ll ~ NOH ~"oH
OH VOO o etanol hidroxi-etil gyok
—_—
l oxidacic
R OH R OH
o-difenol szemikonon gyok 0
| oxidacio )J\H
H,S0, —\ o acetaldehid
S0, R/<IO
kén-dioxid o-kinon

1. abra. A bor fotodegradaciojaért felelés egyik folyamat, az oxigén redukcidja vas(I1I)
-komplexek segitségével. Grant-Preece és munkatarsai ké6zleménye alapjan [22].
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A fenolvazas vegylletek a bor f6 oxidacidos szubsztratjai, és az o-difenol
szerkezetlek konnyen szemikinon gyokokké oxidalédnak, amelyek tovabb
oxidalédnak o-kinon-vegyiletekké [7, 19]. A fenolvazas vegylletek és oxidacids
termékeik reakcidik soran nagyobb molekulatémegl vegylleteket képeznek,
amely reakciok a bor barnulasaért felelések [20, 21].

Aromavaltozasok

Dozon és Noble 1989-ben leirta, hogy milyen érzékszervi valtozason ment at
egy fehér csendes- és habzobor 40 W-os fénycsd altal 72 6ran keresztil torténd
megvilagitas hatasara [3]. Tanulmanyuk szerint csékkent a ,citrusos” aroma és
megjelent a ,fétt kaposzta”, ,kukorica”, ,did”, ,nedves gyapju” illat. A fehér
Uvegben tartott csendes- és habzéborok aromajaban mar 3,3-3,4 6ra elteltével,
a zold palackokban pedig 18, illetve 31 dra elteltével figyeltek meg valtozast.
Mattivi és munkatarsai [23] 85 fehérbort 48 6ran at wolframszalas izzélampa
fényének tettek ki. Ennek hatasara a borok 31%-a intenziv mellékaromat, 40%-
a pedig érezhet6 mellékaromat mutatott, a fennmaraddé 29%-ban nem volt
tapasztalhatd valtozas a vizsgalat soran. A fehérborok fényérzékenységét a
riboflavin  hatdsaval tarsitottdk; feltételezhetd azonban, hogy mas
borkomponensek is hozzajarulnak a folyamathoz [23].

Haye és munkatarsai a fehérborokban fény altal kivaltott mellékaromakat az
illékony kénvegyileteknek tulajdonitottak [24, 25]. Maujean és Seguin [25] azt
talalta, hogy pezsg6kben hidrogén-szulfid, metantiol és dimetil-diszulfid (DMDS)
képz6dik megvilagitds hatdsara. A metdntiol és a DMDS felelések a fehérbor
.fott kdposzta” aromajaért. A fénynek kitett Chardonnay borban acetaldehid is
képzddott [27]. Egy masik vizsgalat soran kimutattdk, hogy fény hatdsara

« 7 s

A fehérborokban a kivant aromavegyiletek koncentracioja, beleértve az acetat-
észtereket, alkoholokat, zsirsavakat és kilondsen az etil-észtereket (pl. az etil-
hexanoatot és az etil-oktanoatot), csékkenhet fény hatasara [4, 6, 28, 29, 30,
31]. Ezekr6l a vegylletekrdl kimutattdk, hogy a fénynek kitett riboflavint
tartalmazé modellbor oldatokban is lebomlanak, ami arra utal, hogy ilyen
korilmények kozott a riboflavin fontos szerepet jatszik a lebontasukban [29,
31].

A bor szinének fény hatasara bekévetkezb valtozasai
Egy korai tanulmany [32] megallapitotta, hogy a napfénynek vald kitettség
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megvaltoztatja a fehérbor szinét. A fény hatdsa felgyorsithatja a réz altal
katalizalt bortorések megjelenését is [33, 34]. Viszonylag magas homérsékleten
(pl. 45°C) a fénynek vald kitettség jelentésen felgyorsitja a palackozott
fehérborok barnuldsat. Ez a folyamat nagyobb mértékben tapasztalhaté fehér és
z6ld palackok esetén, mint a s6tétebb, barnas arnyalatuaknal [5, 27].

Az oxigén- és a kéndioxid-koncentracié valtozasa

A fényexpozicié felgyorsitja az oxigénfelvételt [7, 35] és befolyasolja a
palackozott bor redoxpotencialjat is [1, 36]. A palackozott bor redoxpotencialja
az érlelés soran csokken, ami 6sszefliggésbe hozhatd az oxigénfogyasztassal
[37, 38]. Maujean és munkatarsai [1] kimutattdk, hogy a Champagne
redoxpotencidlja Uvegklvettakban lecsdokkent egy szoldris szimuldtor lampa
altal kibocsatott, 340 vagy 441 nm-en ateresztd szinsz(rOkon athaladé fény
hatdsara, azonban alig valtozott 523 nm-en atereszt6 szinsz(ir6 esetén.
Riboflavin hozzdadasa felgyorsitotta a Champagne redoxpotencialjanak
csOkkenését a besugarzas soran [25]. Blake és munkatarsai [6] azt taldltak,
hogy egy fehér palackban [év6 rizling bor szabad kéndioxid-koncentracidja
15 W-os kompakt fénycso alatt tarolva alacsonyabb volt, mint a sététben tarolt
mintdk esetén, 3 és 12 hénap elteltével egyarant. Ugyanez a tendencia
mutatkozott meg a szabad és a kotott kén-dioxid esetében is az azonos
kortlmények kozott tarolt Cabernet Franc borban.

OH OH OH

P
HO HO HO
OH OH OH
hv ISC
OH e K-\OH : (\OH
WN /NY | %, N\W//NYO | \| NVNYO
_ |

/A\V//I\\N/ NH P NA\“/NH P N"/I\\/NH

0] 0 O

alapallapotu riboflavin szingulett gerjesztett allapot triplett gerjesztett allapot

2. abra. Alapallapotu riboflavin szingulett allapotba térténé gerjesztése, majd spin-
valtéo atmenete triplett allapotba. Az elsé gerjesztés soran vertikalis atmenet torténik a
legalacsonyabb energiaju (S,) szingulett gerjesztett allapotba a kétések megvaltozasa nélkil,
majd relaxacio spinvalto atmenettel a legalacsonyabb energidju (T,) triplett gerjesztett allapot-
ba. Ez utébbi a reakcidoképes molekula. Grant-Preece és munkatarsai kézleménye alapjan [22].

Riboflavinnal szenzitizalt oxidacio
A flavinok alkalmas fotoszenzitizald anyagok, amelyek fény hatasara fizikai vagy
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kémiai valtozast idéznek el6 szubsztratumukban [29]. A flavinok magukban
foglaljdk a riboflavint (B2-vitamin) és szarmazékait, a flavin-mononukleotidot
(FMN) és a flavin-adenin-dinukleotidot (FAD), amelyek az elektrontranszfer
reakcidkat katalizald enzimek kofaktorai [40, 41]. Mattivi és munkatarsai [23]
arrél szamoltak be, hogy 85 fehérbort megvizsgalva azokban a riboflavin atlagos
koncentracidja kortlbelll 100 mg/l, mig az FMN és a FAD szintje elhanyagolhaté.
A riboflavin fény hatdsara szingulett allapotba gerjesztddik, ami azutan spinvalto
atmenettel triplett gerjesztett allapotba megy at.

Riboflavin katalizalt oxidacid Vaskatalizalt folyamat

riboflavin Fe(lll)

tartarat anion

HO’ /HO'
» szingulett 02' A
f T ———— ’ h‘.
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3. abra. Fehérborok riboflavin- és vaskatalizalt oxidacidja. A borban vagy oldatban még
nem azonositott, de a folyamatban feltételezett vegylleteket szaggatott dobozok jelzik. Grant-
Preece és munkatarsai kozleménye alapjan [22].

Illékony kénvegyiiletek riboflavin-szenzitizalt keletkezése

Mattivi és munkatarsai [23] kimutattak, hogy az altaluk vizsgalt 85 fehérbor
esetében pozitiv korrelacié volt a kezdeti riboflavin-koncentracié és a fény altal
kivaltott mellékaromak intenzitasa ko6zott. Ezen tulmenden a riboflavin
hozzaadasa (1 mg/l) 71%-r6l 98%-ra novelte azoknak a boroknak az aranyat,
amelyekben a megvilagitas soran mellékaromak alakultak ki. Egy korabbi
tanulmany azt is kimutatta, hogy a fehérborok fényizre valé érzékenysége a
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riboflavin-koncentracié novekedésével altaldaban n6 [42]. Mattivi és munkatarsai
[23] szerint azonban a korrelacié er6ssége a klilonb6z6 boroknal eltérd, igy mas
borkomponensek, példaul kéntartalmd aminosavak, fenolvegylletek és
atmenetifém-ionok is szerepet jatszhatnak a fényiz kialakuldsdban a fehér-
borokban.

Maujean és Seguin [26] kimutatta, hogy a riboflavin, metionin és cisztein
Champagne-hoz val6é hozzaaddsa megnéveli a metantiol és a DMDS termelését
Uvegkilvettakban, oxigén hidnyaban, fény hatdsara. A riboflavin jelenléte
szlikséges volt a kénhidrogén, metantiol és DMDS keletkezéséhez metionint és
ciszteint tartalmazé modellbor oldatokban. A riboflavin koncentraciéja a
metionint tartalmazdé modellborokban a besugdrzas soran lecsokkent, majd
levegOvel érintkezve visszantvekedett, mig metionin hianyaban a riboflavin
lebomlott [26]. A fényiz kialakuldsat sorokben is befolydsolja a riboflavin
koncentracidéja mellett a kéntartalmd aminosavak, a fenolvegylletek, az
aszkorbinsav és az oxigén koncentracidja [43, 44].

| g T L NN NN
PN T, o o 0 QT IR WO o o
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metionin triplett riboflavin metional redukalt riboflavin
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-
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4. abra. Metionin riboflavin-szenzitizalt oxidaciéjanak [24] altal javasolt folyamata
fénynek kitett palackozott fehérborban. Grant-Preece és munkatarsai kézleménye alapjan
[22].

Anyagok és modszerek

Kisérleti vizsgalataink soran kllonb6z0 borospalackok (veganyagainak
fényateresztését, a palackok in situ fényateresztését, valamint egy fehér bor
megvilagitds hatdsara torténd mindségvesztését vizsgaltuk. Ehhez négy
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palackot hasznaltunk: fehér (flintiveg) bordoéit, tlrkizkék, karcsu formaja
rajnait, vildgosbarna (magyar boraszati széhasznalattal: hulld falevél) burgundit
és sotétbarna (magyar boraszati széhasznalattal: olivzold) rajnait (7. abra).

A palackok Uvegének fényateresztését azok oldalabol kitért darab
spektrofotometrids mérésével hataroztuk meg. Mivel a palackok belsejében a
szokasos spektrométerekkel nem lehet mérni, az 6sszehasonlithatésag miatt az
Uvegdarabok transzmisszidjat is egy Avantes altal gyartott AvaSpec-2048-USB2
tipusu tobbcélu optikai szalas spektrométer segitségével hataroztuk meg. Ennek
érzékelofejébdl a beérkezett fényt az optikai szal egy linedris CCD (Charge-
coulped Device) detektorra tovabbitja, aminek érzékelési tartomanya 300-tdl
1100 nm-ig terjed. Az (vegminta transzmisszidjat az azon athaladd
fényintenzitds és a minta eltavolitdsa utdn mért beesd fényintenzitas
hanyadosaként szamitottuk. A mérésekhez 555 nm felett wolframszalas
izzoldampat, az alatt pedig egy nagynyomasu higanyldampat hasznaltunk
fényforrasként. A két adatsor nagyon jél egyezdé eredményt mutatott 555 nm-
nél, igy azokat Osszeillesztve kaptuk a teljes UV-lathatd spektrumot. A leirt
modon tortént mérések ellendrzésére az U(ivegdarab transzmisszidjat
megmeértik egy Agilent Scientific Instruments altal gyartott Agilent 8452
diddasoros spektrofotométerben is, azt a mintaklvetta helyére rogzitve,
referenciaként kivetta nélkil a levegot alkalmazva. Az igy mért transzmisszids
spektrum igen jO egyezést mutatott az optikai szdlas moddszerrel mért
eredményekkel, igy az azzal kapott mérési eredményeket hitelesnek tekintettik.

A palackok belsejébe bejutd fény mérésére az 5. abran lathatd elrendezést
alkalmaztuk. A palack aljat levagtuk, abba bevezettik a spektrométer
érzékeldfejét ugy, hogy az a palack tengelye mentén, annak kdzepén, 20 cm
tavolsagban volt a palack szajatdl. A megvilagitdé fény a palackra felllrdl esett,
pontszer( fényforras esetén a lampa a dugé felett 1 m tavolsagban volt. A beesd
fényintenzitast a palack eltavolitasa utan mértik. Mivel ezeknél a méréseknél az
Uzletek polcain elhelyezett palackok életszer( korilményeit akartuk utdnozni,
ezért a teljes spektrum mérésére csak egyféle fényforrast alkalmaztunk az in
situ transzmisszid meghatarozdsa soran. Pontszer(i fényforrasként a régota
hasznalatos kompakt fénycsovet, valamint az Ujabban azt felvaltd LED lampat
hasznaltuk. Uzletek polcan el6fordulhat az is, hogy nagyjabdl homogén, nagy
fellletrél érkez6 fény éri a palackokat. Ennek utanzasara szabad térben, egy
épllet arnyékaban végeztik a kisérleteket Ugy, hogy a palackot 45 fokos
sz0gben megddntve arra a tiszta nyari égboltrél érkezett a fény. A mérofej
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helyzete a palackban megegyezett a fliiggbleges elrendezésnél alkalmazottal.
Mivel a palackok vastagsaga (2,4 és 3,4 mm koOzo6tt) kiilonbdz6 volt, ezért a
Lambert-Beer torvény alkalmazasaval a mért transzmissziékat egységesen 3
mm Uvegvastagsagra normaltuk.

Augj gsaag

adatgydjtés

és
Kijelzés

5. abra. In situ fénymérés a palack belsejében feliilrél torténé megvilagitas esetén,
valamint annak optikai modellezése. A palack aljat levagtuk, a spektrofotométer méréfejét
a palack kozepén fluggblegesen, annak szajatol 20 cm tavolsagra _helyeztiik el. A pontszeri
fényforras a dugé felett, attél 1 m tavolsagra volt. A transzmisszid optikai modellezéséhez a
piros szinnel jelolt csonka kupot illesztettiik a palack nyakara, a reflektivitast pedig az (1) és (2)
egyenletek szerint szamitottuk az abran kék szinnel jelélt 6, sz6g figyelembevételével.

Palackok fényateresztése optikai modellek alkalmazasaval jo kozelitéssel ki is
szamithatd. A szamitdsok alapjat az (1) és (2) un. Fresnel egyenletek képezik.
Az (1) egyenlet segitségével kiszamithatjuk a sikban polarizalt fény reflektivita-
sat merdleges (r,), illetve parhuzamos (r)) polarizacié esetén az alabbiak
szerint:

sin(@;—arcsin(sin 8;/n,)) __ tan(f;—arcsin(sin8;/n,))

r = — T =
1 sin(@;+arcsin(sin 8;/n,)) I

(1)

tan(@;+arcsin(sin 8;/n,))

EbbGl a polarizélatlan fény transzmissziéjat (7) a kovetkez6képpen szamit-

hatjuk:

ri+rf
2

T=1- (2)

A fenti egyenletekben f; a beesési szd6g (az 5. abran kék szinnel jeldlve), n,

pedig a palack Gvegének torésmutatdja. A palack fényatereszto felliletét (felllrol

parhuzamosan beesd fény esetére) egy olyan csonka kuppal modelleztik,
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aminek az alaplapjara meré6leges irdnyd parhuzamos fény az alkotdjara
meréleges beesési merdlegessel szoget zar be. A csonka kupot Ugy valasztottuk
meg - amint az 5. abran is lathatd -, hogy alkotéja éppen illeszkedjen a
borospalack nyakrészére.

Végeztink szamitdsokat oldalsé parhuzamos megvilagitds esetére is. Ennél
figyelembe kell venni a henger alakl palacktest gorblletét, aminek
filggvényében a beesési sz6g a merdleges beesésl kodzépponttdl tavolodva
folyamatosan valtozik, valamint azt is, hogy ezzel egyltt az adott aperturaju
parhuzamos fény altal megvilagitott felilet mérete is valtozik. Ezek
figyelembevételével az oldalrél megvilagitott palackba bejuté fény mennyisége
numerikus integraldssal hatdrozhatdé meg. A szamitasokrdl részletesebben lehet
olvasni egy korabbi kézleménylinkben [45].

« 7 s

ban rendelkezésre allé adatok alapjan fotokémiai modellszamitasok segitségével
becsliltik. Ennek alapjat a fény hatdsara képz6dd kdaros aromaanyagok r
képzb6dési sebességének szamitasa képezte a kovetkez6 dsszefliggés szerint:

r=1-T-4-® (3)

A kepletben / a bees6 fény fluxusa a 320-440 nm hullamhossztartomanyban
bejuté fotonok médlszamaval kifejezve, T a palack in situ mért transzmisszidja,

A a bor abszorbancidja a palackban, @ pedig a kdaros aromaanyagok
keletkezésének kvantumhasznositasi tényezdje.

Az igy szamitott reakcidsebesség azt mutatja meg, hogy idéegységenként
mennyi karos (fényizt okozd) aromaanyag keletkezik a palackban. Ha a karos
aromaanyagok érzékszervi kiszobértékét elosztjuk az r reakciésebességgel,
akkor megkapjuk a polcon megvilagitott adott borospalackban a bor polci
eltarthatosaganak felsé hatarat.

Modellszamitasaink megbizhatdsaganak ellenGrzésére érzékszervi vizsgalatokat
is végeztink kllonb6z0 ideig megvilagitott borospalackok tartalmanak
késtolasaval. Ezekhez a vizsgalatokhoz a badacsonyi Part Pince 2019-es
évjaratu olaszrizling borat hasznaltuk. A bor fontosabb kémiai jellemzé6i a
kovetkezOk: alkohol 15,35 v/v%, cukor < 1 g/liter, savak 4,6 g/liter, amibdl illo
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sav 0,3 g/liter, szabad kénessav 15 mg/liter, pH = 3,61. A bort kétféle palackban
vizsgaltuk: fehér (flintliveg) borddiban és tlrkizkék rajnaiban. A palackokon
60x85 mm méretl cimkék voltak a megvilagitdé 20 W/1250 Im/ 2700K (meleg
fehér fényl) kompakt fluorszcens fénycsével szemben. A palackok a fénycsotol
40 cm tavolsagra voltak. A kisérletek az egyébként sotét pincében, 12°C
hémérsékleten zajlottak.

Kulonb6z6 megvilagitasi idok utan a kdstolas az Un. haromszog protokoll alapjan
tortént. Eszerint két poharba azonos (A) mintabdl, egy harmadikba pedig egy
ezekt6l kulénb6z6 (B) mintabdl toltottek bort, amit az érzékszervi értékelOk
vakon (annak ismerete nélkil, hogy melyik poharban mi van) kostoltak. A
kdstolas eredményeként azt kellett eldonteni, hogy van-e kilénbség a harom
minta kdzott, és ha igen, melyik az a B, amelyik a masik (azonos A) kett6tol
kilénbozik. Ha taldltak kalonb6z6é mintat, annak eltér6 aromajellegét is
meghataroztak.

Eredmények

Varakozasainknak megfeleléen a palackok Giveganyaganak ateresztése megfelel
az irodalomban talalhato értékeknek [46, 47]. A fehér (iveg ateresztoképessége
joval meghaladja a 80%-ot 360 és 440 nm kozott; a tlrkizkék Givegé valamivel
60% felett van 360 és 395 nm kozott; a vildgosbarna lvegé korilbelll 2% 340
és 390 nm kozott; mig a sotétbarna ateresztése 0,3% alatti a teljes 320-440
nm-es karos tartomanyban.

100

0

(¢}
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Flint (fehér) b_- B !

transzmisszio,

Turkizkek

vildgosbarna

sotetbarna

300 400 500 600 700 800 900

hullamhossz, nm

6. abra. A vizsgalt borosiivegek anyaganak transzmisszios spektruma.
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A borok eltarthatésdaga szempontjabdl sokkal életszerliibb azonban, ha az
Gzletek polcain elhelyezett palackok megvildgitasi viszonyai kozoétt a palack
belsejébe bejutd fénymennyiséggel jellemezzilk azok transzmisszidjat. Az
elérhetd szakirodalomban nem talaltunk erre vonatkozé méréseket vagy
szamitasokat, ezért a dugdzott, kapszuldzott és cimkézett palackok belsejében
is megmértilk a bejutd fény intenzitdsat az 5. dbra szerinti elrendezésben.
Ezeknek az in situ transzmisszids méréseknek az eredményei lathatok a 6.
abran, pontszer( fényforrds esetében. A mérésekhez 8 W teljesitmény(, 720 Im
lathatdé fényt kibocsatd, 4000 K szinhdmérséklet( LED lampat hasznaltunk. Mivel
ez 400 nm alatti hulldmhosszakon mar nem sugaroz, ezért 400 nm alatt az
dveganyag mért transzmisszidéjat skalaztuk at uUgy, hogy az ezen a
hulldmhosszon pontosan illeszkedjen az ef6lott mért in situ transzmisszids
spektrumhoz. Amint az abrabdl lathatd, a két spektrumrészlet torés nélkil,
siman illeszkedik egymashoz.

‘0 30~
0
L)
0 flint (fehér) bordéi
S
= 20
X
10
vilagosbarna burgundi
tiirkizkék rajnai
//\ sotétbarna raJna/
oL E e .
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7. abra. A vizsgalt borosiivegek in situ transzmissziés spektruma. A borosivegek
pontszerli fényforrasbol (LED lampabdl) feliilrél térténé megvilagitasakor a palack belsejében
mérheté transzmisszié szazalékban kifejezve. A vilagoskék ablak a fotokémiailag karos
hullamhossztartomanyt (320-440 nm) jeloli.

A két transzmisszios spektrum 6sszehasonlitdsabdl kiderilt, hogy a palackokba
ténylegesen bejuté fényintenzitas jelentésen kisebb, mint az Givegek anyaganak
transzmisszidja. A karos hulldmhossz-tartomanyban a fehér palack transz-
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misszidja 80% felettirdl kb. 25%-ra, a tirkizkék palacké 60% felettirél 5% ala
csOkken, mig a vilagosbarna palacké csak 1% korili, a sotétbarndé pedig
elhanyagolhatdan kicsi. Homogén megvilagitas esetén (tiszta égbolt arnyékban)
a palackok ennél nagyjabdl kétszer tobb fényt eresztettek be, ami a palack
szinét6l és alakjatél valamelyest fiiggott. Ennek magyarazata az, hogy nagy
kiterjedés(i homogén fényforrasbdl széles latoszégben, sok iranybdl érkezik a
fény a palackok fellletére.

Amint azt az Anyagok és modszerek fejezetben leirtuk, a transzmisszids
mérések soran megmeértik a fényforrasokbdl a palackokra érkezd bees6 fény
intenzitasat is, ami gyakorlatilag a fényforrasok emisszids spektrumaval egyezik
meg. Ezekbdl a mérésekbdl az derllt ki, hogy a napfény emisszids spektruma
nagyon jelentds intenzitasi mind az UV-A, mind az ibolya komponensekben. A
kompakt fluoreszcens lampakban lévé higanygdz - ami a fénycso fellletén 1évo
fényport gerjeszti — intenziv sugdarzasa 405 és 436 nm hullamhosszon mindig
atjon a csodvek falan, igy annak borkarosité hatasa is jelent0s. Ezekhez képest a
(manapsag mar nem hasznalatos) izzélampak csak az ibolyaszin(i tartomany
fels6 végében sugaroznak nem tul nagy mértékben, az Ujabban terjedd LED
lampak pedig még ezeknél is kisebb mértékben.

In situ fényméréseink mellett modellszamitdsokat is végeztink a palackokba
bejutd fénymennyiség becslésére, az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak
szerint. Amint az 5. abra alapjan is latszik, a geometriai modell meglehetdsen
egyszerlsitett, ezért nagyon pontos egyezésre nem is szamitottunk.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a szamitott in situ transzmisszié minden
esetben nagyobb, mint a mért. Ez a palackok élettartam-becslése szempont-
jabdl azt jelenti, hogy az élettartam-szamitasok minden esetben biztonsagos
idotartamot (rovidebb eltarthatdsagot) jeleznek elére, azaz nem kockaztatjak a
fényiz id6 elGtti kialakuldsat. A tdmzsibb bordodi és burgundi palackok esetében
ez a felllbecslés 2- illetve 2,9-szeres, mig a karcsubb soététbarna és tlrkizkék
palackok esetében 3-, illetve 8-szoros. A nagyobb eltérés oka lehet, hogy a
rajnai palackokhoz a modellszamitasok alapjat képez6 csonka kup kevésbé
illeszkedik, mint a masik két tipushoz, a tirkizkék palack cimkéje pedig sokkal
nagyobb, mint a masik haromé. Abban az esetben, ha a 320-440 nm-es karos
hulldmhossz-tartomanyban nem rendelkeziink a fényateresztés mérési
adataival, a modellszamitasok segithetnek a hatékony védelem tervezésében,
lévén mindig tulbecsilik a fény mennyiségét.
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A palackok karos hulldamhossz-tartomanybeli fényateresztésének és a fényforras
fotonfluxus-slriségének ismeretében kiszamithatjuk a fényizt okoz6é aroma-
anyagok képzOdési sebességét, ebbdl pedig a polci élettartamot. A fotonfluxus-
sliriséget napfény esetén irodalmi adatokbdl [48] hataroztuk meg a karos
hulldmhossz-tartomanyon bellili numerikus integralassal. Kompakt fénycsovek
esetében azt tapasztaltuk, hogy hasonldé fényhdmeérsékletl csovek emisszids
spektruma nagyon hasonlit egymashoz. Erre tdmaszkodva irodalmi adatokbdl
[49] hasonldoképpen meghatdroztuk egy ismert lathatd fényteljesitményd
fénycso fotonfluxusat a karos tartomanyban, amit aranyosnak feltételeztliink a
fényteljesitménnyel, igy atszamithattuk azt az altalunk hasznalt fénycsévekkel
torténd megvilagitasra is, mivel ismertik azok fényteljesitményét [45].
Fraccasetti €s munkatarsai [50] adatai alapjan a CH,SH észlelési kiiszdbe
10 pg/l, a DMDS-¢é pedig 45 pg/l. A reakcidosebesség szamitasdhoz e két adat
atlagat, atszamitva 300 nmol/l klszobértéket hasznaltunk. Szamitasaink
eredményét az 1. tablazatban foglaljuk O0ssze.

1. tablazat. A vizsgalt palackokban lévo fehérbor szamitott eltarthatésagi ideje kiilon-
b6z6 megvilagitasi viszonyok kozott (polci élettartam)

Uveg tipusa Megvilagitas Trgggzmisszié Polci é]ettartam Polci élettartam
nm-en (ora) (nap)
napfény
CFL eros?
CFL gyenge?
napfény 4,3% 0,63 0,1
Tiirkizkék rajnai CFL erés 2,4% 29,0 2.4
CFL gyenge 2,4% 1449 121
napfény 1,0% 2,72 0,2
Vilagosbarna burgundi | CFL erés 0,9% 79,1 6,6
CFL gyenge 0,9% 396 33,0
napfény 0,06% 454 3,8
Sotétbarna rajnai CFL ero6s 0,04% 1761 147
CFL gyenge 0,04% 8804 734
Kostolo kisérlet
CFL 313 lux
Tiirkizkék rajnai CFL 313 lux 2,4% 46,3 3,9

1,CFL er8s”: 500 lux, er8s bolti megvildgitas kompakt fénycsével. B
2 ,CFL gyenge”: 100 lux, gyengéebb bolti megvilagitas kompakt fénycsdovel.

Amint a tablazatban lathatd, a szamitdsok szerint fehér bordoi palackok
esetében napfény hatdsara a borokban perceken belil megjelenik a fényiz, erds
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mesterséges megvilagitas esetén pedig 4 éranal, gyenge megvilagitas esetén 18
oranal hamarabb. Tirkizkék rajnai palackok esetén gyenge megvilagitas mellett
a borok 12 napig tarthatok polcon kedvezltlen érzékszervi valtozas nélkil.
Vildgosbarna burgundi palackokban a borok egy hdénapon belll nem valtoznak
észrevehetd mértékben. Sotétbarna rajnai palackokban a borok még er6s
megvilagitds mellett is kozel fél évig tarolhatok kedvezdtlen hatas nélkiil;
gyenge megvilagitasnal pedig tébb mint két évig.

Erzékszervi  vizsgdlataink  aldtdmasztjdk  szamitdsaink eredményeinek
megbizhatésagat. Kostolasi kisérleteink soran 15, 75, illetve 150 o6ra
megvilagitas utan azt vizsgaltuk, hogy érezhet6-e mar a jellegzetes fényiz a
borokban. Azt tapasztaltuk, hogy a fehér palackokban mar 15 déra utan
kialakulnak a kellemetlen aromak, mig a tlrkizkék palackokban csak 75 odra
megvilagitast kovetden.

A fehér borddi Givegekben |évo bor illatdban 15 6ra utdn mar érezhetbek voltak
vegetalis (fott kaposzta, kukorica) jegyek. Két nappal késbébbi Ujra kdstolas utan
(megvilagitas nélkil) pedig mar a bor ize is megvaltozott. 75 dra megvilagitas
utan oxidaciés aromak jelentek meg, illetve zaptojas- és hagymaszag, valamint
csOkkent a savérzet is. Ezek az illatok és aromak tovabb erdsédtek 150 ora
megvilagitas utan, és a mintakban er6sddott a vegetalis jelleg (sparga). Ezek az
aroma- és izjegyek a kéntartalmlU anyagokhoz és oxidaciés termékekhez
kapcsoldédnak, a borban azonban semmilyen barnulas nem volt tapasztalhato
még 150 éra megvilagitas utan sem.

A tirkizkék rajnai Gvegekben lévd borban 15 éra megvilagitds utdn még nem
volt észlelhet6 valtozads. 75 d6ra megvilagitdas utdn ugyanazok az oxidativ és
fénykarosodasbdl ered6 aromak voltak jelen, mint a megvilagitott fehér bordadi
palackban |évé mintdaban, némi ,vizes gyapju” izzel és csdokkent savérzettel. A
mintak kozott azonban nem volt Iényeges klilénbség 75 és 150 6ra megvilagitas
utan.

Az érzékszervi vizsgalatban kostolt bor nem rendelkezett erdteljes észter
profillal, igy a citrusos jelleg csokkenése ebben az esetben nem volt
megfigyelhetd, de korabbi irodalmi adatok szerint ezek a jegyek (fajtajelleg) is
nagymeértékben valtoznak fénykarosodas esetén [3].

BIOKEMIA
XLVII. évfolyam 1. szam 2023. madrcius
47



Laposa Zsofia, Keszei Erné

Eredmények értékelése

Vizsgalatunk célja az volt, hogy in situ mérjik a boroslivegek fényateresztését,
illetve azt optikai modellezés alapjan is kiszamitsuk. Eredményeink szerint joval
kevesebb fény jut be a palackokba, mint amennyit maga az l(veg anyaga
atenged. Természetes fény, azaz napsiités esetén a transzmisszié nagyobb, mint
a mesterséges, pontszerd fényforrasokbdl szarmazé megvilagitas esetén, mivel
homogén, nagy felliletrdl érkez6 fény éri a palackokat. Ezen adatok birtokaban
ki tudjuk szamitani az lGvegen atjutd fotonok fluxusat, abbdl pedig a fényizt
okozd karos aromaanyagok keletkezésének sebességét. A reakcidésebességi
adatokbdl igy becsilheté a klilonb6z6 formaju és anyagu palackokban tarolt
fehérborok polci élettartalma.

A fehér (flint) és a tlrkizkék Gvegek jelentés mértékben atengedik a fényt a 320
és 440 nm kozotti tartomanyban, ami révid ido alatt a fényiz megjelenését és az
aromaanyagok lebomldsat okozza. A barnas arnyalatu Uvegek l|ényegesen
kevesebb fényt engednek at a karos hulldmhossz-tartomanyban, kiilondsen a
sotét tonusuak. A fehérborok fehér és tirkizkék palackban csak néhany napig,
mig a vildgosbarna arnyalatu Givegekben korilbelll egy héonapig, a sotétbarna
arnyalatu (Gvegekben pedig egy évnél tovabb tarthatéak el fény okozta
észrevehetd karosodas nélkil. A fehér (flint) és a tirkizkék Gvegek esetében az
érzékszervi vizsgalat megerdsiti szamitasi eredményeink redlis voltat, valamint
azok 6sszhangban allnak korabban publikalt vizsgalatok eredményeivel is.

Ezek egyértelmlien azt tdmasztjak ald, hogy az atlatszd fehér (flint) és a
tirkizkék GOvegek boraszati alkalmazasa kerllendd. (Megjegyezzik itt, hogy
ugyanez vonatkozik a z6ld szin( palackokra is, mivel azok karos tartomanybeli
fényateresztése gyakorlatilag megegyezik az a&ltalunk vizsgalt tlrkizkék
Uvegével [47].) A fényiz kialakuldsanak elkerlilésére megoldast jelenthet a
napfény teljes kizarasa és olyan mesterséges vilagitas hasznalata, amelynek
minimalis a sugarzasa a karos 320-440 nm-es hullamhossz-tartomanyban.
Nyilvanvald, hogy a kompakt fénycsovek nem alkalmasak erre a célra, mivel
mindegyikben jelen van a higanygdz két jellemz6 cslucsa (405 és 436 nm). Az
altalunk mért fényforrasok emisszidés spektrumai alapjan a ,meleg fehér” LED
lampak alkalmasabbak erre a célra, mivel kibocsatasuk a kritikus hulldmhossz-
tartomanyban viszonylag kicsi.

A bor vegyi anyagokkal térténé kezelése, illetve a riboflavin és pantoténsav
eltavolitasa szerintiink nem indokolt, mert azzal jelentésen beavatkozunk a bor
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szerkezetébe. A deritéshez (tisztitashoz) egyébként is hasznalt bentonit és szén
viszont csOkkenti a riboflavin mennyiségét a borokban, igy ezen anyagok
hasznalata valamennyire csdkkentheti a fényiz kialakuldsanak kockazatat [50].
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Karan a Bioldgiai es Sportbioldgiai Doktori Iskola hallgatéja. Témaja a palackozott borok
fotodegradacidjanak vizsgalata kulénbéz6 fényforrasok hatasara.
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Abstract: Assuring a healthy proteome is indispensable for survival and organismal health. Proteome
disbalance and the loss of the proteostasis buffer are hallmarks of various diseases. The essential
molecular chaperone Hsp90 is a regulator of the heat shock response via HSF1 and a stabilizer of a
plethora of signaling proteins. In this review, we summarize the role of Hsp90 in the cellular and
organismal regulation of proteome maintenance.

Keywords: Hsp90; proteostasis; stress; chaperones; development; cancer; neurodegenerative disease;
obesity; aging

1. Cellular Proteostasis

The mechanism that ensures that the protein pool of the cell is kept in a healthy,
functional state is called the proteostasis machinery. Proteostasis is maintained through
the cumulative work of multiple cellular processes, starting with protein synthesis, quality
control steps that ensure functional conformation and finally, protein degradation through
various means. During protein synthesis, “translation factors” are needed for a finely
tuned process [1]. As a protein is being produced by the ribosome, it is folded into its
three-dimensional conformation. The main components of this machinery are molecular
chaperones and their co-chaperones; many of them are heat shock proteins (HSPs). Chaper-
ones themselves do not catalyze any chemical reactions that are necessary for the stability
of the functional 3D protein structure, but rather they can relax incorrectly folded parts
of the peptide chain, thus making it easier for the polypeptide to find the right energy-
minimum state required. Properly folded proteins are targeted with the help of chaperones
to places where they can exert their function. Finally, unwanted or erroneous proteins are
disposed by protein degradation through the ubiquitin-proteasome system or autophagy,
followed by lysosomal proteolysis. The compartmentalization of cellular processes led to
the development of compartment-specific proteostasis pathways (Figure 1).

1.1. The Cytoplasmic Heat Shock Response (HSR)

The cytosolic protein pool is maintained by the heat shock response (HSR) (Figure 1a).
The key regulator of HSR is the highly conserved heat shock transcription factor HSF1. Un-
der normal conditions, HSF1 is kept in an inactive, monomeric form by chaperones Hsp70
and Hsp90. In response to proteotoxic stress, chaperones are recruited to misfolded proteins
that accumulate in the cytosol, which releases HSF1. Free HSF1 forms homotrimers, translo-
cates into the nucleus, binds to heat shock elements (HSE), and induces the transcription
of various molecular chaperones (heat shock proteins, HSPs), trafficking and proteolytic
genes, which in turn restore cytosolic protein homeostasis, either by refolding or degrading
misfolded proteins [2]. HSF1 is also regulated by multiple post-translational modifications
(PTMs). For example, the SIRT1 deacetylase is able to prolong promoter-binding of HSF1 by
removing an inhibitory acetyl group [3]. This points to a necessity for fine-tuned activation
of the HSR through HSF1 in order to exert a proper response to any proteotoxic harm that
might appear in the cytosol.

Cells 2022, 11, 2479. https:/ /doi.org/10.3390/ cells11162479
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Proprotein Convertases and the
Complement System

Jézsef Dobé *, Andrea Kocsis, Réhel Dani and Péter Gal*

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

Proteins destined for secretion - after removal of the signal sequence - often undergo
further proteolytic processing by proprotein convertases (PCs). Prohormones are typically
processed in the regulated secretory pathway, while most plasma proteins travel though
the constitutive pathway. The complement system is a major proteolytic cascade in the
blood, serving as a first line of defense against microbes and also contributing to the
immune homeostasis. Several complement components, namely C3, C4, C5 and factor |
(F1), are multi-chain proteins that are apparently processed by PCs intracellularly. Cleavage
occurs at consecutive basic residues and probably also involves the action of
carboxypeptidases. The most likely candidate for the intracellular processing of
complement proteins is furin, however, because of the overlapping specificities of basic
amino acid residue-specific proprotein convertases, other PCs might be involved. To our
surprise, we have recently discovered that processing of another complement protein,
mannan-binding lectin-associated serine protease-3 (MASP-3) occurs in the blood by
PCSK6 (PACE4). A similar mechanism had been described for the membrane protease
corin, which is also activated extracellularly by PCSK®. In this review we intend to point out
that the proper functioning of the complement system intimately depends on the action of
proprotein convertases. In addition to the non-enzymatic components (C3, C4, C5), two
constitutively active complement proteases are directly activated by PCs either
intracellularly (Fl), or extracellularly (MASP-3), moreover indirectly, through the
constitutive activation of pro-factor D by MASP-3, the activity of the alternative pathway
also depends on a PC present in the blood.

Keywords: complement system, proprotein convertase, lectin pathway, alternative pathway, classical pathway,
protein secretion and processing, MASP-3

SYNOPSIS OF THE
COMPLEMENT SYSTEM

The complement system (Figure 1A) is an integral part of the immune system. It is the most powerful
molecular effector arm of the innate immune system, but it is also connected to the adaptive immunity
in many ways [for reviews see (1-4)]. The most important components of the complement system are
serine proteases (Figure 1B), which form a proteolytic cascade system (5). Other components include
pattern recognition molecules (Clq, MBL, ficolins), the thioester-containing molecules (C3, C4), the
components of the membrane attack complex (C5, C6, C7, C8, C9), membrane-bound receptors and

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 1
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One locus, several functional RNAs—emerging roles
of the mechanisms responsible for the sequence variability
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Abstract

With the development of modern molecular genetics, the original “one gene-one enzyme” hypothesis has been outdated.
For protein coding genes, the discovery of alternative splicing and RNA editing provided the biochemical background for
the RNA repertoire of a single locus, which also serves as an important pillar for the enormous protein variability of the
genomes. Non-protein coding RNA genes were also revealed to produce several RNA species with distinct functions. The
loci of microRNAs (miRNAs), encoding for small endogenous regulatory RNAs, were also found to produce a population
of small RNAs, rather than a single defined product. This review aims to present the mechanisms contributing to the aston-
ishing variability of miRNAs revealed by the new sequencing technologies. One important source is the careful balance
of arm selection, producing sequentially different Sp- or 3p-miRNAs from the same pre-miRNA, thereby broadening the
number of regulated target RNAs and the phenotypic response. In addition, the formation of 5', 3' and polymorphic isomiRs,
with variable end and internal sequences also leads to a higher number of targeted sequences, and increases the regulatory
output. These miRNA maturation processes, together with other known mechanisms such as RNA editing, further increase
the potential outcome of this small RNA pathway. By discussing the subtle mechanisms behind the sequence diversity of
miRNAs, this review intends to reveal this engaging aspect of the inherited “RNA world”, how it contributes to the almost
infinite molecular variability among living organisms, and how this variability can be exploited to treat human diseases.

Keywords RNA interference - RNAi - MicroRNA - Arm selection - isomiR

Introduction hypothesis was refined as the “one gene—one polypeptide”

statement; yet, it still turned out to be a simplified version

One of the fundamental ideas that revolutionized biological
science and was also considered to lay down the bases of
molecular biology was the famous “one gene—one enzyme”
hypothesis formulated by George Beadle and Edward Tatum
in the beginning of the 1940s (Beadle and Tatum 1941).
They proposed that enzymes carry out the metabolic func-
tions in the cells, and all enzymes are determined by unique
DNA segments called genes. With the advancement of
biochemistry and genetics, and after the formulation of the
“central dogma” of molecular biology (Crick 1958), the
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Institute of Enzymology, Research Centre for Natural
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of genetic complexity. Soon it was revealed that at the RNA
level, the “message” is often a combinatorial output of the
DNA sequence of a particular gene. The discovery of splic-
ing and alternative splicing provided the first evidence that
several mRNA isoforms can be generated from a single
gene, potentially coding for several protein species (Berget
et al. 1977; Chow et al. 1977; Baralle and Giudice 2017;
Shenasa and Hertel 2019). Another important discovery was
the phenomenon of RNA editing, showing that the nucleo-
tide sequence of the transcribed mRNA can be functionally
modified, which also results in the alteration of the encoded
polypeptide sequence (Benne et al. 1986; Powell et al. 1987).
Since these original observations, follow-up investigations
revealed several other RNA modification pathways, further
supporting the view that gene activity indeed produces a
complex pool of transcripts, rather than a single RNA with
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A Biokémia folydirat szerkeszt6bizottsagaban felmerilt, hogy a barki szamara
élében meghallgathatd, de korlatozott nyilvanossagu doktori védések és a
szintén nem tul széles kdrben olvasott doktori disszertaciék mellett egy tavaly
elinditott rovat keretében teremtslink lehet6séget a PhD fokozatukat a biokémia
tertiletén frissen megszerz6 fiatalok szamara az eredményeik révid formaban
torténd bemutatdsara. Ugyan készlil minden értekezés mellé egy tézisfiizet, de
ugy gondoljuk, hogy egy par oldalas, illusztraciékkal ellatott 6sszefoglald
kozlésével szélesebb nyilvanossaghoz jutnak a tudomany jovdjét képviseld
fiataljaink.

Biztatunk minden, a Biokémia Ujsagot olvasd doktori témavezetét, hogy kérjék
meg doktoranduszaikat, hogy éljenek ezzel a lehet6séggel, és kérjik minden
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EMBERI BETEGSEGEK ZEBRADANIO MODELLJEI

Annus Tamas
Eotvos Lorand Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar,
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Biologia Doktori Iskola, Genetika Program

e-mail: tamas.annus@ttk.elte.hu

Témavezetok: Dr. Varga Maté és Dr. Kovacs Mihaly

A RecQ-helikazok nagyfoku evollciés konzervaltsagot mutatd fehérjék, melyek
f6 funkcidja a genom integritdsanak fenntartdsa [1]. A human genom 6t RecQ
csaladbeli fehérjét kodoldé gént tartalmaz: RECQL1, BLM, WRN, RECQL4 és
RECQL5. Betoltott szerepeik fontossagat mutatja, hogy a géncsaldd harom
tagjahoz kothet6 recessziv autoszomalis betegség: a BLM-hez és WRN-hez
névadd szindrémaik, a Bloom- és Werner-szindroma, mig a RECQL4-hez harom
kalonbdz6 tlnetegylttes, a Baller-Gerold, Rothmund-Thomson- és RAPADI-
LINO-szindrdmak. A Genetikai Tanszék Halgenetikai Kutatécsoportja és a

-7 s

betegségek modellezését tlizte ki célul, melyek kodzil én a Bloom-szindrémara
koncentraltam. Ez egy ritka genetikai betegség, melynek tlinetei kozott szerepel
a kis termet, UV sugarzas hatasara bekdvetkezd bdrelvaltozasok, termékenységi
problémak és genominstabilitds, ami megndvekedett rakkockazathoz és azon
keresztil korai halalhoz vezet [2].
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1. abra. Kezeletlen haromnapos zebrahal larvak yH2AX immunjelblése. A) Vad tipusu
és B) blm homozigota mutans halak fenotipusai. C) A megfigyelheto fokuszok szamaban nem
volt szignifikans klilbnbség a genotipusok kozétt. (Skala: 500 um) [3].
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A zebrahal RecQ-helikdzokkal kapcsolatos betegségek modellezésére kiilondsen
alkalmas szervezet, mivel az alapveté el6nyein tul (pl. kis méret, magas
fertilitdas, evollucidos kozeliség, koltséghatékony fenntarthatésag) mindegyik
human RecQ-génnek pontosan egy zebrahal ortoldgja van.
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2. abra. A kiilonb6z6 blm genotipusu halak tulélési valésziniiségeinek idébeli
valtozasa. A homozigéta mutansok szignifikansan révidebb ideig éltek a testvereiknél [3].

Disszertacidmban zebradanié, mas néven zebrahal (Danio rerio) segitségével
végzett, humangenetikai és viselkedési betegségek modellezésével kapcsolatos
kutatasaimat mutatom be.

CRIPSR/Cas9-alapi genomszerkesztéssel l|étrehoztuk a zebrahal b/m gén
muUkddésképtelen variansat, majd ezt felhasznalva tanulmanyoztuk annak
kovetkezményeit a halakban. Els6ként a mutacido kettdsszali DNS-torés
javitasanak eredményességére gyakorolt hatasat vizsgaltuk két- és haromnapos
hallarvak segitségével. A yH2AX kettdsszali DNS-torés marker hisztonvarians
immunjel6lésével hasonlitottuk 6ssze a megfigyelheté fokuszok szamat a bim
genotipusok kozott kezeletlen (1. abra) és diepoxibutan genotoxikus szerrel
kezelt koridlmeények koézott. Meglep6 mddon egyik esetben sem volt kimutathato
megndvekedett yH2AX fdkuszgyakorisdag a mutansokban. Ezt a konklaziot
megeroOsitették diepoxibutdan- és gammasugarzas-kezelés utan végzett
morfoldgiai analizisek is. Mindezek alapjan feltételezhetjik, hogy vagy anyai
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faktorok, vagy egy hasonld funkcidju fehérje kompenzacidés hatdsa allhat a
hattérben.
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3. abra. A blm homozigdéta mutansok termékenységi elvaltozasai. A) Kilénb6z6 blm
genotipusu egyedek megtermékenyitési aranya. A blm homozigéta mutansok szignifikansan
cs6kkent fertilitasuak. Izolalt herék toluidinkékkel festett metszetei alapjan a spermatozoa
klaszterek (csillagok) mérete és siirlisége C) mutans herékben elmarad a B) vad tipusuakhoz
képest. (Skala: 50 um) [3].

Noha a korai egyedfejlédés alatt nem figyeltink meg rendellenességeket és
tovabb fejlodve a kilénb6z6 b/m genotipusy halak testhosszukban sem
kalonbbdztek egymastodl, a felnott egyedek vizsgadlata ramutatott, hogy a modell
a human betegség fontos velejardit reprodukalja. A b/m homozigéta mutans
halak tulélési ratdjaban szignifikdns csokkenést tudtunk kimutatni, ami alapjan
a BIm-helikaz hidnya hosszu tavon zebrahalban is negativ kdvetkezményekkel
jar (2. abra).

Fertilitasi vizsgalatok segitségével arra is fény derilt, hogy a him egyedek
csOkkent termékenységliek, aminek hatterében csokkent spermatozoa termelési
képesség all (3. abra).

A szubfertilitdst azonban csak him halak esetén tudtuk kimutatni, mivel érdekes
modon az 6sszes homozigéta mutans himmé fejlédott. A zebrahalak késdbbi
ivaruktdl flggetlentl a korai ontogenezis alatt egy juvenilis ovarium nevd
szervvel rendelkeznek, mely vagy érett ovariumma fejlodik, vagy tesztisszé
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differencialddik. A kialakulé ivar és a szervkezdeményben talalhatd primordialis
csirasejtek szama szorosan kapcsolddnak (himekké fejlodé egyedekben
kevesebb, ndOstényekké fejlédokben pedig tobb van utébbiakbdl) [4], ezért
mutdnsainkat egy transzgenikus toérzsbe kereszteztiik, melyben a csiravonal
sejtjei egy zold fluoreszcens fehérje (EGFP) segitségével vannak jelolve.
Megfigyeléseink alapjan a b/m homozigéta mutansokban kdvetkezetesen kevés
EGFP pozitiv sejt volt megfigyelhetd, tehat a b/m mutéacié valamilyen médon
gatolhatta a primordialis csirasejtek szamanak feldusulasat olyan egyedekben
is, melyek vad hattérben adott kérlilmények kozoétt nésténnyé differencidlddtak
volna. ElsO feltételezéseink szerint ez apoptikus sejthalal kivaltasaval tortént,
azonban az apoptdzist meggatld, tp537- mutans hattérben sem fordultak el6
ndstények a b/m homozigétak kozott.

4. abra. Elektronmikroszkopias felvételek spermatocitakrél. A) A vad tipusi spermato-
citak kromatin strukturaja eélesen elkiilénilé kromoszomakat mutat, mig B) a mutans
spermatocitak kromatinja erésen kondenzalt szerkezetli, ami a kromoszémak szétvalasaban
bekovetkezb zavarokra utalhat [3].

Végll az abnormalis tesztiszm(ikddés kivaltd okat kerestiik kifejlett herék
elektronmikroszkodpiajaval (4. abra) és immunjeltlésével. Az analizis soran a
kromatin strukturajan és a szinaptonémas komplex egy elemének mintazatan
keresztil vizsgaltuk a meidzisban esetlegesen bekdvetkezd hibakat, ami alapjan
kimutattuk, hogy a sejtosztédas a homozigdéta mutansok spermatocitaiban
elakad, tovabba, hogy a mutans tesztiszek megemelkedett kaszpazmiikddeést
mutatnak, ami apoptdzis lezajlasara utal.
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Osszegzésként elmondhatjuk, hogy az élethosszban és termékenységben
bekbvetkez6 valtozasok alapjan egy értékes modellel bdvitettik a Bloom
szindrémaval kapcsolatos kutatasok eszkodztarat.
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A fesziiltségfiiggo natriumcsatorna szerepe és muiukodése

A feszliltségfiiggd natriumcsatornak teszik lehetévé az Ugynevezett ingerelhetd
sejtekben (vazizom-, szivizom-, idegsejtek) az akcids potencidlok kivaltasat.
M(ikodésik elengedhetetlen a szervezet fizioldgias mikodéséhez, meghiba-
sodasuk neuroldgiai, sziv- és izombetegségekhez vezethet. A betegségeket
kivalté ok lehet szerzett vagy genetikai (channelopathia) [1]. Mindkét esetben a
beteg sejt mikddése ugy modosul, hogy tulingerelhetové valik, a normalisnal
negativabb membranpotencidlon is tizelni kezdenek a sejtek, vagy felgyorsult
tizelési mintazatot mutatnak. A hiperexcitabilitas (tulzott ingerelhetdoség) az
alapja egyes epilepszia tipusoknak, izomgoércsoknek, fajdalom szindromaknak,
szivritmuszavaroknak, de szamos neurodegenerativ és pszichiatriai beteg-
ségben is szerepet jatszik. Amennyiben meggatoljuk a beteg sejtek mikddését,
megeldzhetjik a betegség tineteinek megjelenését, viszont fontos, hogy a
beavatkozas ne érintse az egészséges sejteket, mert azok gatldsa izombénulast,
szivledllast, ill. az idegi mikodés ledllasat vonna maga utan. Raadasul a
kalonbdz6 tipusu (sziv, vazizom, kozponti-, ill. periférids idegrendszeri)
natriumcsatorna altipusok gydgyszerkotéhelye meglehetdsen konzervalt, ezért
mas szervrendszerekben is szamolhatunk karos mellékhatasokkal.

A feszlltségfiiggd natriumcsatorna valaszol a sejtmembrant érintd potencial-
valtozasokra. Hirtelen bekovetkezd depolarizacié hatasara a csatornak kinyilnak
(nyitott allapot), Iétrejon az iondram, majd néhany milliszekundum utan kialakul
az ionvezetésre képtelen inaktivalt allapot, mely esszencidlis a tulingerelhet6ség
megel6zésében, illetve a tovaterjedd akcidspotencialok kialakitasaban, vagyis a
natriumcsatorndak normal aktivitdsdban. Ebbdl hiperpolarizacid hatdsara
visszatérnek a csatornak nyugalmi allapotba, tehat Ujra ,nyitasképessé” valnak.

A jelenleg hasznalatban Iévé natriumcsatorna-gatlok ugy képesek kilonbséget
tenni a beteg és egészséges csatornak kozott, hogy funkcionadlis szelektivitast
mutatnak. Ez azt jelenti, hogy er6sebben gatoljak példaul a depolarizaltabb
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membranpotenciallal rendelkezd sejteket, vagy a nagyobb frekvenciaval tizeld
sejteket. Ezt ugy érik el, hogy allapotfliggést mutatnak, vagyis az inaktivalt
allapotu csatornakhoz nagyobb affinitassal koétédnek. Tehat azon csatornak
esetében, melyek gyorsabban tizelnek (tehat tobb id6t toltenek inaktivalt
allapotban), nagyobb hatdst fejtenek ki. A hatas altaldban az inaktivalt
allapotbdl vald visszatérés késleltetését, illetve adott fesziltségen a nyugalmi és
inaktivalt allapotu csatorndk aranyanak megvaltoztatasat jelenti, valamint
amplitudo csokkenés is megfigyelhetd. Periodikusan ismétl6d6 depolarizacidk és
hiperpolarizacidk esetén, pl. egymast kodvetd akcidos potencidlok sordn a
gyogyszerek dinamikusan asszocidlnak és disszocidlnak a csatorna kon-
formacidjatol figgben. A funkcionalis szelektivitdas pontos mechanizmusaban
jelentOs kilénbség van az egyes natriumcsatorna-gatlé anyagok kozott, ez teszi
példaul lehetévé, hogy kilonb6zé tipusu sziv-aritmidkat kilonbdz6 tipusu
natriumcsatorna-gatlé gyogyszerekkel kezeljenek.

A riluzol kiilonlegessége

A riluzol egy benzotiazol-tipusi vegyllet, mely leginkdbb natriumcsatorna-
gatloként ismert. Egyedilalldan hatékony idegsérilések kezelésére, mely
esetben hatasat ugy fejti ki, hogy megakadalyozza a natriumionok bearamlasat,
ezaltal a membranpotencidl eltoldddsat és az ennek hatdsara bekdvetkezé
kalciumion bearamlast, ami a sejt elhalasahoz vezetne [2]. Kivételesen erds
preferenciaval rendelkezik a natriumcsatornak inaktivalt allapota irant, inaktivalt
allapothoz vald affinitasat 0,2-0,3 pM korilinek talaltdk. Mechanizmusat
vizsgalva azonban azt tapasztaltuk, hogy ez a nagy affinitasra utalé erds gatlé
hatas képes meglepden gyorsan megszlnni: egy-egy depolarizacié (akcids
potencial) utdn csak néhany milliszekundumig észleltiilk a rendkivil hatékony
gatlast, a hiperpolarizacié soran a gatlas meglepd gyorsasaggal (10-20 ms alatt)
megszint [3]. A hagyomanyos magyarazat szerint a nagy affinitas feltételezi a
lassu disszociaciét, nem értettiik tehat hogyan szliinhet meg a gatlas ilyen
gyorsan.

Nem-blokkolé modulacio

A natriumcsatorna-gatlok (pl. helyi érzéstelenitok, antiaritmikumok, antiepilep-
tikumok) kot6helye a csatorna poérusanak belsejében van. A gatldoszer kotése
ezért - sztérikusan vagy elektrosztatikusan - akadalyozza az ionok aramlasat.
Ezt a gatlasi mechanizmust nevezziik csatorna blokknak. Elméleti magyara-
zatként felmerllt bennlnk, lehetséges-e, hogy egy natriumcsatorna-gatlé
molekula nem blokkolja az iondramot. A riluzol rendkivil kis térfogatu, és a
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legtobb klasszikus natriumcsatorna-gatldéval ellentétben neutralis molekula,
vagyis nem kizart, hogy tényleg nem akaddlyozza az iondaramot. A gatlas
mechanizmusa ebben az esetben ,modulacié”, ami azt jelenti, hogy nemcsak a
csatorna konformacids allapota hat a ligandum kotésére, hanem a ligandum
kotése is visszahat a konformacids atalakuldsok energetikajara, dinamikajara.
Lényegében arrdl van szé, hogy az inaktivalt allapothoz kotott riluzol stabilizalja
az inaktivalt allapotot. Ha a riluzol nagy affinitdssal kdtne a csatornahoz, de
magat a vezetést nem gatolnd, csak a konformaciés atalakuldsok dinamikajat
maodositana, az magyarazna a riluzol sajatos viselkedését, és nem mellesleg ez
a hatasmechanizmus, amelyet ,nem-blokkolé modulacié”-nak neveztink el,
terapias szempontbdl varhatdéan elényésebb, mivel ha pusztan a konformacios
atalakuldasok dinamikajat modositja, akkor sokkal hatékonyabban tud
kilénbséget tenni a patoldgids és fizioldgias miikodésl sejtek kdzott.

Doktori munkamban kisérletesen vizsgaltam és igazoltam ezt a hipotézist: a
riluzol nem disszocial a nyugalmi allapot kialakuldsakor, hanem kotve marad a
csatornahoz, nyitott allapotban azonban nem gatolja az ionaramot, csak annyi
hatdsa van, hogy az inaktivalt allapotot energetikailag stabilabba teszi. Hogy
kizarhassuk az asszociacié/disszociacidé folyamatat, egy fotoaktivalhato riluzol-
analogot, az azido-riluzolt hasznaltuk. Ez a molekula UV-fény-besugarzas
hatasara kovalens kotést |étesit a kornyezetében |év6 alkalmas oldallanccal.

Létrehoztunk egy olyan HEK293 immortalizalt sejtvonalat, mely patkany NaV1.4
tipusl csatorndkat fejez ki. A csatornak muikodését egy elektrofizioldgiai,
ugynevezett ,planar patch” technikaval vizsgdltuk a Nanion™ cég altal
forgalmazott Port-a-Patch készliléken.

Az irodalomban a&ltaldnosan a kovetkezOkben bemutatott két protokollal
vizsgaljdk a csatorndk konformacidvaltasainak kinetikdjat és energetikajat,
illetve a gydgyszerek ezekre gyakorolt hatasat. Az els6é az inaktivacidbol vald
visszatérés (Recovery From Inactivation, RFI). Ennek Iényege, hogy két
depolarizacids pulzus kozott egyre hosszabbodd hiperpolarizacids idoket hagyva
vizsgaljuk, hogy milyen gyorsan térnek vissza a csatorndk az inaktivalt
allapotbdl (1A. abra). A masik protokoll az egyensulyi inaktivacié (Steady-State
Inactivation, SSI) az inaktivalt és nyugalmi &llapotu csatorndk aranyanak
feszlltség fliggését vizsgalja. Ezt agy érjiuk el, hogy minden vizsgalati
depolarizacié el6tt egy egyre pozitivabb, ugynevezett pre-depolarizacios pulzust
alkalmazunk (1B. abra). Mindkét esetben kétféle hatast figyelhetiink meg, az
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egyik egy mindentdl fliggetlen amplitidé csokkenés, melyet valdszinlleg a
csatornablokk okoz. A masik a modulacio, mely a gydgyszer hatasara
bekbvetkez6 valtozast mutatja: az RFI protokoll esetében lassul a csatorndk
inaktivaciobdl vald visszatérése, az SSI protokoll esetén pedig negativ iranyba
tolddik a nyugalmi inaktivalt egyensuly (1C. abra). Mindketté azt tlikrozi, hogy
a gatloszer jelenlétében az inaktivalt allapot energetikailag stabilabba valik.

A Visszatérés az inaktivaciobdl — RFI B Egyensulyiinaktivacio — SSI
—T itz e e me 1
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1. abra. A hasznalt mérési protokollok: A) RFI protokoll — két depolarizacié kézétt
folyamatosan hosszabbodd hiperpolarizacioval. B) SSI protokoll - egyre pozitivabb pre-
depolarizacios fesziiltségek a depolarizacios pulzus elétt. € bal oldal) RFI esetén, ha a
kontrollhoz normalizalt relativ amplituddt abrazoljuk a hiperpolarizacio idejének fiiggvényében,
kétféle gyogyszerhatast tudunk megkiilbnbéztetni, az amplitudé csékkenés altal jelzett blokkot,
illetve a gérbe jobbra tolodasa altal jelzett modulaciot. C jobb oldal) A kontrollhoz normalizalt
relativ amplitddét az egyre pozitivabb pre-depolarizacios fesziiltségek fiiggvényében abrazoljuk,
akkor a gydgyszer hatdsara a negativabb fesziiltségek fele tolodik el az egyensuly.
(fekete: kontroll gérbe, piros: 100 uM riluzol).

A vizsgalatok alapjan azt tapasztaltuk, hogy teljes két6hely-telitettség esetén a
riluzol jelentdsen lassitja az inaktivacidobdl vald visszatérést, illetve a csatornak
nyugalmi és inaktivalt egyensulyat a negativabb feszliltségek felé tolja el, és kis
amplituddé-csokkenést okoz. Ehhez képest az azido-riluzol - bar amplitidé-
csokkenés szempontjabol a riluzolhoz hasonlé - kinetikai szempontbdl egy
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nagysagrenddel gyengébb hatast mutatott. Abban az esetben, ha a kezelések
alatt folyamatos UV-besugarzast alkalmaztunk, az azido-riluzol hatasa a riluzol
szintjére er0s6dott, a nyugalmi/inaktivalt egyensuly eltoldsa szempontjabdl még
er6sebbé is valt, mely a kovalens koétésnek kodszonhetbéen az azido-riluzol
kimosdsa utdn is, a Kkisérlet teljes idGtartaman keresztlil valtozatlanul
megmaradt. A legfontosabb felfedezés, hogy a gydgyszert kovalensen kotott
csatornak is képesek voltak ionok vezetésére, tehat létezik a feltételezett nem-
blokkolé6 modulacié.

1 — 1
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Ne) ©
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2. abra. Riluzol és azido-riluzol modulaciés hatasa az RFI (bal) és SSI (jobb)
elektrofizioldgiai protokoll vizsgalatakor. Minden kisérlet esetében a sajat maximalis aramahoz
maximalizalva (fekete: kontroll, sarga: 10 MM riluzol, kék: 100 UM azido-riluzol, piros: 100 uM
riluzol, z6ld: 100 uM azido- riluzol UV kezelés kozben vilagoskék: 100 uM azido-riluzol UV-s
kezeles majd az azido-riluzol kimosasa utan).

Tovabbi kisérleteinkben igazolnunk kellett, hogy az UV-besugarzas hatasara
|étrejovd kovalens kotés valdban konformaciéfliggd, és valdoban specifikus. A
konformaciofiiggést Ugy igazoltuk, hogy az UV-besugarzast szinkronizaltuk az
elektrofizioldgiai fesziiltséglépésekkel. igy szabalyozni tudtuk, hogy az azido-
riluzol kétédésekor a csatorna milyen konformacidoban van. Igazoltuk, hogy a
hatékony moduldciét létrehozé nagy affinitdsi kotés csak az inaktivalt
allapotban jon létre. A kotés specificitdsanak igazoldsara létrehoztunk egy
mutans natriumcsatornat, ahol a helyi érzéstelenitd kotOhely legfontosabb
aminosavat, az 1579-es poziciéban |év6 fenilalanint alaninra cseréltik. A
mutans csatornakon megszint a nagy affinitdsu kotés, és a maradék, kisebb
affinitdsu kotés nem okozott modulacioét. Igazoltuk tehat, hogy az azido-riluzollal
inaktivalt csatorna konformacio-preferenciaval rendelkezik és valéban a helyi
érzéstelenitd kot6helyet hasznalja, viszont van egy (vagy tobb) masodlagos, kis
affinitdsu kotéhely, melyek esetében a kotés csak amplitiudé gatlast okoz.

KonklGzié
Osszefoglaldsként megallapithatjuk, hogy munkdm sordn alkalmaztunk egy
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eddig senki altal nem hasznalt mddszert, a konformacidszelektiv fotoaffinitas-
jeloléssel dsszekotott elektrofizioldgiat. Ennek segitségével leirtunk egy eddig
nem bizonyitott gydgyszer-hatdsmechanizmust, a nem-blokkolé modulaciét. Ha
tisztazzuk, hogy milyen kémiai tulajdonsagok okozzak a megfigyelt kinetikai
tulajdonsagokat és ezaltal tehetnek egy gatldészert nem-blokkolé moduldtorra,
akkor képesek lehetlink hatékonyabb gydgyszereket fejleszteni. Az eddig szer-
zett tudasunk alapjan tovabbi munkankban arra térekszink, hogy a natrium-
csatorna-gatlékrdél minél alaposabb kinetikai jellemzést tudjunk adni. Ezt nagy
atereszt6képességli automata elektrofiziolégias mérésekkel végezzik [4]. A
riluzolbdl kiindulva azt feltételezzliik, hogy a szlikséges tulajdonsagok kozott
szerepel az apré méret, az aromassag és az, hogy a molekula lipofil és neutralis
legyen.
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A Tks4 fehérje a Tks allvanyfehérje csaldd tagja. Allvanyfehérjékrdl altala-
nossagban elmondhatd, hogy nem rendelkeznek inherens enzimaktivitassal.
Funkcidjukat jelatviteli Utvonalak résztvevdinek egymas fizikai kozelségében
tartasaval toltik be [1]. Felépitését tekintve a Tks4 rendelkezik egy N-terminalis
PX doménnel, valamint négy darab SH3 doménnel. Az SH3 domének fehérje-
fehérje kolcsdnhatasokat létesitenek prolingazdag régidk kotésével, illetve
intramolekularis kolcsonhatasokon keresztliil a Tks4 konformacids szabalyo-
zasaban vesznek részt [2] (1. abra).

TksS
PX SH3 SH3 SH3  miiell SH3 SH3
Tks4 - -
PX SH3 SH3 PRR  SH3 : SH3
pA7Phox
PX SH3 SH3
NOXO1
PX SH3 SH3  PRR
p40Phox
PX SH3 PB1

1. abra. A Tks allvanyfehérje csalad tagjai. P - foszforilacios pontok, foszforilacié az Src
kinaz altal; PRR — prolin gazdag régiok, kétés SH3 domének altal.
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A Tks4 az EGFR jelatviteli palya ismert szerepl6je, EGF-fliggd maddon
foszforilalddik az Src kinaz altal. Ezenkivil korai résztvev6i podoszémak és

invadopodiumok képzésének.

Tks4 hianyaban egy egyedi tlinetegylttes, az Un. Frank ter-Haar szindroma
alakul ki. Ez egy autoszdémalis recessziven 6roklod6 betegség sulyos tliinetekkel.
Az érintett gyerekek csontrendszeri elvaltozasokat mutatnak, valamint
megalocornea, glaukoma, illetve keringési zavarok is fellépnek [3]. Az, hogy a
fehérje hidnya milyen mechanizmussal okozza a fent leirt elvaltozasokat,
egyelére nem ismert.

A B

Tks4 Tks4 Tks4
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2. abra A Tks4-knock-out (Tks4-KO) sejtek karakterizalasa. A) A Tks4 fehérje szintjének
vizsgalata harom kilénb6z6 ellenanyaggal. A fehérje hianyzik Tks4-KO sejtekbél. B) Az E-
cadherin epithél marker (z6ld) jele diffuz és kolokalizal savas lizoszomak (piros) jelével.
Sejtmag, DAPI (kék), mérték: 20 mikrométer. C) Az E-cadherin fehérje szintje csékkent a Tks4-
KO sejtekben. D) Az EMT transzkripcids faktorok kéziil a KO sejtekben megemelkedett a Snail2
(SNAI2) mRNS szintje, illetve megemelkedett a mezenchimalis marker fibronektin is.

Ahhoz, hogy megértsiik hogyan képes egy allvanyfehérje hianya ilyen
szertedgazo szisztémas zavart okozni, célunk volt létrehozni a Tks4-hianyos
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allapotot egy human genetikai rendszerben. Ezt a CRISPR/Cas9 technikaval
hajtottuk végre HCT116 human kolorektalis karcinoma sejtekben. A
génmodositas sikeres volt, tobb ellenanyag hasznalataval visszaigazoltuk a Tks4
fehérje hianyat a Tks4-knock-out (Tks4-KO) sejtekben (2A. dbra). Ez a sejtvonal
epitelidlis eredet(i. Els6 vizsgalataink soran medfigyeltik, hogy a Tks4
génhidanyos sejtek epitélidlis-mezenchimalis atalakuldsra (EMT) utalé morfo-
|6giai valtozasokat mutatnak. A Tks4-KO sejtekben az E-cadherin jel kolokalizal
savas lizoszomakkal (2B. abra). Ezt sikerllt visszaigazolni western-blot
technikaval is (2C. abra). Kdvetkezd lépésként megvizsgaltuk az EMT-hez
kothetd transzkripcidos faktorok Snaill/2, valamint Twist mRNS szintjeit, illetve
a mezenchimalis markerfehérje, fibronektin mRNS szintjét. Eredményeink azt
mutattak, hogy emelkedett az EMT transzkripciés faktor, Snail2 és a
mezenchimalis marker, fibronektin szintje (2D. abra).

A fentiek mellett a Tks4-KO sejtek kevésbé képesek fellletre torténd
letapadasra. Kétdimenzidés tenyészetekben a Tks4-KO sejtek gyorsabban és
tavolabbra képesek vandorolni, valamint alacsonyabb szamban létesitenek
illetve tartanak fenn sejt-sejt kapcsolatot egymassal. Hiromdimenzids kulturaba
vonashoz els6 lépésként un. szferoidokat hoztunk létre mind vad tipusu, mind
Tks4-KO sejtekbll. A szferoid képzés soran észrevettilk, hogy a Tks4-KO
szferoidok szélei lazan kapcsolédd sejtekbdl allnak, ezzel szemben a vad
tipusuak kifejezett szegéllyel rendelkeznek. Ezt szamszer(sitettiik Ugy, hogy
lemértilk a szteroidok kerlletét és ezt elosztottuk egy azonos sugaru kor
kerlletével. Az igy kapott Un. normalizalt kerlleteket Osszevetve azt
tapasztaltuk, hogy a Tks4-KO szferoidok hosszabb id6 elteltével is meg6rzik laza
szegélylket és alakjukban szignifikansan kilénboznek a vad tipusu szferoidoktél
(3A,B. abra). Kollagén matrixba torténd Ultetésiik utan a Tks4-KO szferoidokbdl
tobb sejt volt képes kiszabadulni és tavolabbra vandorolni (3C,D. abra). A Tks4
visszajuttatasa a KO sejtekbe kozel visszaallitotta a SNAIL2 és fibronectin
szinteket a vad tipusban mértekhez.

Vad tipusu és Tks4-KO egerekbdl izolalt zsirszovetekben a SNAIL1, SNAIL2,
TWIST és fibronectin mRNS szintje is hasonldan valtozott a Tks4-KO sejtekben
tapasztaltakhoz. Az EMT transzkripcids faktorok emelkedést mutattak legalabb
egy mintaban (4A. abra). Anatdmiai vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy a Tks4-
KO egerek testtomegre vonatkoztatva kevesebb zsirszovettel rendelkeznek. A
kilénb6z6 barna- és fehér-zsir depdk (sWAT, gWAT, iBAT) a Tks4-KO egér
esetében nem mutattak szerkezeti eltérést, bézs zsirszoveti jellemzok mellett
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egységesek megjelenésikben (4B. abra).

Ezek a kilonbségek nem eltér6 de novo differenciacios klilonbségekbdl
fakadnak, ugyanis mind a vad tipust mind a Tks4-KO egerekbdl izolalt sztroma
sejtek egyforman képesek voltak zsir iranyu differenciaciéra. Ellenben van
eltérés a barnazsir marker UCP1 szintjében minden vizsgalt szovetben. Ez a
Tks4-KO egerek esetében kozel egyforma fliggetlenll az anatdmiai eredetre
(4C. abra). Nyolcvannégy zsir differenciaciohoz és élettanhoz kothetdé gén
megvizsgalasaval felderitettik, hogy Tks4 hidnyaban a PPARy jelatvitel
egyensulya eltolédik barna/bézs iranyba.
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3. abra. A Tks4-KO szferoidok 6sszehasonlitasa vad tipusu szferoidokkal. A) Vad tipusu
és Tks4-KO szferoidok a szferoid képzés elején (felsé sor) és harmincét 6ra utan (alsé sor). B)
Normalizalt kertilet vad tipusu és Tks4-KO szferoidok esetében. A vonal 9-9 szferoid mért atlaga,
az arnyékolt teriilet SEM-et abrazol. C) Vad tipusu és Tks4-KO szferoid 72 déraval kollagénbe
torténé agyazas utan. Infiltralo sejtek, sejtcsoportok fehér nyilheggyel jelélve. D) Infiltralo
sejtek/sejtcsoportok altal elfoglalt tertilet az id6 fliggvényében abrazolva. A vonal harom vad
tipusu, illetve hat Tks4-KO szferoidot tartalmazo latotér mért atlaga, az arnyékolt teriilet SEM-et
abrazol.
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A Tks4 EMT-t befolydsold konkrét mechanizmusat nem deritettiik fel. Az egyik
lehetséges eshetdség a Tks4 EGFR jelatvitelben betoltott szerepe.
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4. abra Vad tipusu és Tks4-KO egerekbdl izolalt zsirszovetek 6sszevetése. A) A Tks4-KO
szévetekben Snail transzkripcios faktorok altalanossagban emelkedést mutatnak. Twist
szamottevben emelkedett gonadalis fehér és barna Tks4-KO zsirszévetekben. N=3-3 B)
Haematoxilin-eozin festett vad tipusi és Tks4-KO zsirszévetek. C€C) UCP1 specifikus
immunhisztokémiai festése vad tipusu és Tks4-KO zsirszéveteknek.

Az EGFR jelpalyardl ismert, hogy képes EMT meginditdsara, a Tks4 ebben lehet

egy negativ szabalyozé elem [4]. Egy masik lehetséges valasz a Tks4 ROS

képzésben vald részvétele. EQy megbolygatott ROS egyensuly EMT-hez vezethet
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[5]. A Tks4 zsirszovetekre gyakorolhat hatdst a SNAIL csaldd vagy a TWIST
transzkripcios faktorokon keresztll. Ezekrdl ismert, hogy képesek negativan
befolyasolni az adipogenezist a PPARYy jelatvitel gatlasan keresztil.

Jelenleg nincs olyan publikacié, ami kozvetlenll 6sszekapcsolnd a Tks4
allvanyfehérjét és a SNAIL1/2, TWIST transzkripcidos faktorokat. Az egyik
lehetséges megoldas az SH3 domének kevésbé szelektiv ligandumkotése lehet.
A meglehetésen révid, minddsszesen 60 aminosav hosszlsagu domének
kevéssé tesznek klilonbséget kotészekvencidik kozott, igy a lehetséges Tks4
partnerek szdma bizonyara ndé a jovOben. Masrészrol a Tks4 harmadik és
negyedik SH3 doménjei kdzott 1évd hosszu rendezetlen régibt vizsgalva az ELM
adatbazis 140 diszkrét lehetséges ligand szekvenciat talalt. Feltételezhet6 tehat
hogy ez a részlet az SH3 doméneken tul egyéb partnerek kotésére is alkalmassa
teszi a fehérjét. Osszegezve, a Tks4 minden valdszin(iséggel egy eleddig
ismeretlen, sokkal nagyobb kélcsénhatasi halozattal rendelkezik.
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I KONFERENCIA HIREK 52. Membran-Transzport Konferencia, Simeg

Kedves Kollégak!

A hagyomanynak megfeleléen, 2023-ban is majus kozepén keriil megrende-
zésre Slimegen, az 52. Membran-Transzport Konferencia, mely tovabbra
is 6rzi a multidiszciplinaris jelleget, a Gordon-Konferencak nyitott, parbeszédes
formait szem el6tt tartva. Igy lehet8ség van a legvaltozatosabb teriileteken
természettudomanyos kutatast végz0 szakembereknek talalkozni, egymastol
tanulni és barati |égkoérben eszmecserét folytatni.

A konferenciat idén a Pécsi Tudomanyegyetem két munkacsoportja szervezi,
amely kicsit megszabja a f6 tématerlleteket, melyek a komplex jelatviteli
mechanizmusok koré csoportosulnak els6sorban az immunrendszer és a
neuronalis rendszer mikodésével kapcsolatban. Lesz sz6 a membran-transz-
porter fehérjék szerkezetérdl, funkcidirdl, a membran lipid raftjainak szerepérol
és befolydsolasi lehet6ségeirdl, de organogenezisrél és az immunrendszer
sejtjeiben zajld jeldtviteli folyamatokrdl is. Varjuk a biofizika, biokémia,
genetika, élettan, onkoldgia, gydgyszertudomany és elméleti orvostudomanyi
kutatasi eredményeket bemutatd absztraktokat, melyek kapcsolédnak a
membran mikoédéséhez, az abban zajlé jelatviteli Utvonalakhoz, melyek
megvaltoztatjak a sejtek funkcidit, tulélésiiket vagy pusztuldsukat okozva.

A kutatocsoportok vezetdinek referatum-szerld nagyel6adasai mellett, mindig
sz6t kapnak a fiatalok is, akik kozul a bemutatott poszterek alapjan eldadasokat
valogatunk. Annak érdekében, hogy még nagyobb figyelmet kapjanak a fiatalok,
felkériink minden poszter bemutatét, hogy a délutani poszter szekcio ideje alatt
5 percben demonstrdlja el munkajat. Az utols6 napon a bizottsag altal
kivalasztott legjobb poszterek el6adas formajaban is bemutatasra kerilnek.

Felhivjuk a fiatalok figyelmét a Romhanyi Gyorgy Palyazati lehet6ségre, mely
absztrakt beaddas esetén a részvételi dijat tdmogatja, valamint a Kovacs Tibor
Dij palyazatra.

A tudomanyos programok hatékonysagat és sikerét a helyszin, a Hotel Kapitany
varazslatos atmoszféraja és a Remedicon Kft. munkatarsainak nagyszer(
szervez6 munkaja, valamint a kiallitoknak és szponzoroknak nagylelk(
tamogatasa teszi lehetdvé.

Tovabbi informacidk és regisztracio:
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https://www.remedicon.hu/325/52-membran-transzport-konferencia

Szervez6 Bizottsag:

Dr. Balogh Péter PTE, KK, Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet
Dr. Berki Timea PTE, KK, Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet
Dr. Németh Péter PTE, KK, Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet
Dr. Helyes Zsuzsanna PTE, AOK, Farmakoldgiai Intézet

Dr. Pintér Erika PTE, AOK, Farmakoldgiai Intézet

Dr. Sz6ke Eva PTE, AOK, Farmakoldgiai Intézet

A szervez(@bizottsag nevében:

Dr. Berki Timea
Pécsi Tudomanyegyetem, }
Immunologiai és Biotechnologiai Intézet
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I KONFERENCIA HIREK Peptidkémiai Munkabizottsag Ulése

MEGHIVO

Az MTA Peptidkémiai Munkabizottsag tudomanyos ilését 2023. majus 8-10.
kozott tartjuk a Richter Gedeon Nyrt. balatonszemesi (idil6jében. A rendezvény
hétfon kora délutan kezdddik, és szerdan délben fejezddik be.

Felkért eloadok:

David Aitken, University of Paris-Saclay, Institute of Molecular and Material Chemistry
Urbanyi Zoltan, Richter Gedeon, Biotechnoldgiai Kutatasi Osztaly

Spohn Réka, ELKH SZBK, Szintetikus és Rendszerbioldgiai Egység

Kiss Lorand, ELKH TTK, Szerves Kémiai Intézet

Kiss Eva, ELTE Kémiai Intézet

Varjuk 15+5 és 20+5 perces, preferaltan angol nyelv(i eldaddsok bejelentését.
Poszter elGadasokkal is lehet jelentkezni, melyekhez kapcsoléddéan kilon
szekciot kivanunk szentelni flash prezentaciéknak (1-2 dia) a poszterek
szamanak fliggvényében. A Medzihradszky Kalman Eldadoi Dijat a 40 év alatti
el6adok kozil egy szakmai zslri harom kutaténak itéli oda.

Regisztracio: https://peptidkemia.hu/hirek
Jelentkezési hatarido: 2023. aprilis 15.

Kérjlk, hogy amennyiben nem kapja meg a visszaigazolé e-mailt, akkor a spam
mappaban is ellenérizze.

A részvételi dij 75 070 Ft. Fizetési hataridd: 2023. aprilis 30.

Ha a részvétel a munkabizottsagi Ulés teljes idOtartamara akadalyba Utkozik,
kérjlk, hogy a regisztraciokor jelezzék.

A Magyar Kémikusok Egyesiilete el6re kildi ki a szamlakat, amelyek utélagos
modositasara nem lesz mod. Nyomatékosan kérjik, hogy a kifizetéshez
szlikséges, szamlan feltiintetend6 adatokat (engedély szam, témaszam, stb.) a
munkaltatéjaval egyeztetve a regisztracids (irlapon a Specidlis szamlazasi igény
mez6ében adja meg.

Kérjik, hogy a szamlazassal kapcsolatosan Goénusz Andreat (MKE,
gonusz@mke.org.hu) keressék. Egyéb kérdésekben Hetényi Anasztazia (PKMB
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titkar, hetenyi.anasztazia@med.u-szeged.hu) ad felvilagositast.

Kérjiuk, hogy a nem munkabizottsagi tagok figyelmét is hivjak fel a
konferenciara.

Varjuk jelentkezését!

Prof. Martinek Tamas Dr. Hetényi Anasztazia
PKMB elnék PKMB titkar
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Prof. Sz6ll6si Janos és Prof. Szabo Gabor készéntése

PROF. SZOLLOSI JANOS ES PROF. SZABO GABOR
KOSZONTESE 70. SZULETESNAPJUK ALKALMABOL

A Debreceni Egyetem Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézetének szervezésében
kerllt megrendezésre 2023. februar 1-én az egyetem Kenézy Villdjaban egy
Unnepléssel egybekotott szimpdzium, melyen az intézet, az egyetem és a
magyar biofizikai és sejtbioldgiai kozdsség képviseldi kdszontotték Janost és
Gabort 70. sziletésnapjukon. A megemlékezés egyszerre volt tudomanyos,
visszatekint6 és barati, amelyet tlikroz alcime (,Hetvenkeddk”), és ez az iras is
ennek szellemében sziiletett.

Az eldaddk, akik az Unnepeltek kozelebbi és tavolabbi kollégai kozil kertltek ki,
felidézték a két nem mindennapi életpalyat, melyekbdl kiderilt, hogy a két
professzor karrierjének nyilvanvald metszete, az azonos munkahely mellett
mindkettdjikben kozds a tudomany szeretete, a felnbttkorban is megdrzott
gyerekes kivancsisag, amellyel egy megoldandd probléma felé fordultak.

Mindkett6jlk teljes életpalyaja a Debreceni Egyetem Biofizikai és Sejtbioldgiai
Intézetéhez kotddik, virtualis munkakonyvikben mégis azért szerepel tobb
bejegyzés, mert idokézben mind az egyetem, mind az intézet hivatalos neve
megvaltozott. 1969-ben Damjanovich Sandor olyan mértékben megreformalta
a debreceni Orvosi Biofizikai Intézetet, hogy joggal tartjuk masodik hon-
alapitonak az intézet torténelemkonyvében. Nagyratord tervei megvaldsi-
tasahoz, melyekkel a molekularis és cellularis biofizika kelet-eurdpai fellegvarat
igyekezett felépiteni, a kihivds mértékének megfeleld embereket keresett. Igy
kerllt Gabor és Janos az intézetbe, ahol mindketten a fluoreszcencia és aramlasi
citometria altal meghatarozott tudomanyos kérdésekkel kezdtek foglalkozni.

Lassan azonban kutatasi projektjeikben megjelentek azon kilénbségek,
amelyek kés6bbi munkacsoportjaik tudomanyos munkajanak csiraiként
értelmezhetdek. Gabort inkabb a magszerkezet és a multidrog rezisztencia, mig
Janost a membranreceptorok szupramolekularis szervez6dése és ezek
fluoreszcencias tanulmanyozasa kezdte érdekelni. MTA Doktori fokozatukat
1992-ben, ill. 1996-ban védték meg, és mindketten tanszékvezetdk lettek az
Ujjaszervez6dd Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézeten bellil. Janos a Biofizikai
Tanszéket, mig Gabor a Sejtbioldgiai Tanszéket vezette. Mindketten
szakterlletik nemzetkozileg elismert szakemberei lettek, amit mi sem bizonyit
jobban, minthogy Janos 2008-ban szervezbje volt a Nemzetkdzi Citometriai
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Tarsasag (ISAC) Budapesten megrendezett kongresszusanak, mig Gabor 2013-
ban a sejtmaggal foglalkozd, 23. Wilhelm Bernhard Workshopot szervezte meg
Debrecenben. Janos munkassaganak tekintélyes része a kvantitativ citometriai
vizsgalatok kutatdsaval volt kapcsolatos, aminek elismeréseként 2011-ban a
Nemzetkozi Citometriai Tarsasagtol (ISAC) a ,Distinguished Service Award”
kitiintetésben részesilt. Janos nyolc éven keresztil volt a Debreceni Egyetem
Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézetének igazgatdja, és ezen idészakban lett az MTA
levelezd, késObb pedig rendes tagja.

Erdei Anna, Erdélyi Miklés és Vigh Laszld méltatta az Unnepeltek szakmai
életutjat. Mindharom kolléga, ill. bardt megemlitette, hogy az elmult
évtizedekben mind tudomanyszervezési, mint kutatasi feladatok tekintetében
szamos olyan kezdeményezés kéthetd Gaborhoz és Janoshoz, amely a magyar
tudomanyossag fejlédését jelentésen elGsegitette. A szimpdziumon Matyus
Laszl6, a Debreceni Egyetem AOK Dékanja és Panyi Gyorgy, a Biofizikai és
Sejtbioldgiai Intézet jelenlegi igazgatdja probalta érzékeltetni a kozonséggel azt,
hogy a debreceni Biofizika nemcsak tudomanyossag, de hangulat szempontjabdl
is kllonleges hely a vilagban, melynek kialakitdsaban a két Gnnepelt fontos
szerepet jatszott. Ennek szellemében hangzott el Nagy Péter megemlékez6
el6adasa, mellyel a debreceni Biofizika torténelmébe adott humoros betekintést.
Ezt kbvetben a , hetvenkedd” professzorok tanitvanyai kézll Goda Katalin, Vereb
Gyorgy és Székvolgyi Lorant osztotta meg a kozonséggel az Unnepeltekkel
kapcsolatos személyes emlékeit és a tanitdomesterek nyomdokaiban jarva elért
tudomanyos eredményeit.

A szimpdziumon részt vevo mintegy 50 kolléga nevében ezuton is kivanjuk az
Unnepelteknek, hogy eddigi sikerekben gazdag életutjuk még sokaig
folytatddjon. Reméljik, hogy a rendezvény kotetlen és barati hangulata
megerodsitette Oket abban, hogy nemcsak munkajukra van sziksége az
intézetnek és a magyar tudomanyos kozosségnek, de baratsagukra és
személyes tanacsaikra, ill. meglatasaikra is.

Nagy Péter és Panyi Gyorgy _
DE, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet
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I AKTUALITASOK Prof. Széll6si Jdnos és Prof. Szabé Gabor készéntése

o]

Jenei Attila a Nemzetko6zi Oktatasi Kozpont nevében készonti Sz6ll6si Janost.
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Prof. Sz6ll6si Janos és Prof. Szabo Gabor kdszéntése

,Sz6 bennszakad, hang fennakad, Lehellet megszegik. Ajté megél fehér galamb, Osz bérd

emelkedik.” Gabor és Janos kdészénetet mondanak a sziletésnapjuk tiszteletére
megjelenteknek.
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Prof. Sz6ll6si Janos és Prof. Szabo Gabor kdszéntése

A két iinnepelt az altaluk vizsgalt fehérjék 3D nyomtatoval késziilt modelljét kapta

ajandékul az intézettol, melyet tudomanyossaggal vegyes gyermeki rajongdassal
fogadtak.
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. NEKROLOG Graf LaszId professzor ur

ELHUNYT GRAF LASZLO PROFESSZOR UR

Az ELTE Biokémiai Tanszékének kozossége szomoruan tudatja,

hogy életének 81. évében elhunyt Graf Laszld, az ELTE professor

/ emeritusa, a Biokémiai Tanszék iskolateremt6 hatasu korabbi

e vezetbje, a Szerkezeti Biokémia Doktori Program megalapitdja,

ﬁ‘ az MTA rendes tagja, a fehérjetudomany szamos terlletén
Graf Liszl6 uttoré eredményeket elért biokémikus.

(1942-2023)
Fotd: mta.hu

Graf Laszlo az ELTE-s vegyészdiploma megszerzése utan a Gyogyszerkutatd
Intézetben dolgozott, ahol a Biokémiai Osztaly vezetdje lett. A hetvenes-
nyolcvanas években, az akkori nehézségek ellenére, jelentds nemzetkozi
kutatasi tapasztalatokat szerzett.

Az ELTE Biokémiai Tanszékét 1986 és 2007 kozott vezette. Ebben az idészakban
szamos kilfoldon dolgozo fiatal kutatd koncepcidzus hazahivasaval megalapozta
a Tanszék jelenlegi szenior oktatogardajat és ezaltal a tanszéki mihelyek
jelenlegi kimagaslé oktatdsi, kutatasi és innovacids teljesitményét.

Graf Laszlo f6 kutatasi terilete a természetes peptidek (neuropeptidek,
peptidhormonok) szerkezetének és bioldgiai funkcidjanak, valamint fehérje-
bonté enzimek hatdsmechanizmusanak felderitése volt. Munkatarsaival elséként
sikertlt meghataroznia a sertés és az emberi B-lipotropin hormonok, valamint
az adrenokortikotrop hormon (ACTH) aminosav-sorrendjét. Nevéhez fliz6dik a
B-endorfin kilféldi kutatokkal egy idében vald, fliggetlen felfedezése. ElsOként
honositotta meg a géntechnoldgiai mddszereket az ELTE-n, és els6k kodzott
alkalmazott iranyitott mutagenezist enzimek hatasmechanizmusanak vizsga-
latara.

Graf Laszld irasai szamos alkalommal jelentek meg a Biokémia Ujsagban.
Legutobb a 2022. decemberi lapszamban kertlt kozlésre egy vele készilt, a
munkassaganak dsszegzését is tartalmazé interju (lasd https://www.mbkegy.hu
/apps/mbkegy/pages/index.html#!/BiokemShow/2022/12/0064006500
630065006d006200650072).

Graf professzor ur éles meglatasaira, kifinomult humordra, emlékezetes
el6adasaira, nagy hatasu beszédeire mindig emlékezni fogunk. Kollégai és
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. NEKROLOG Graf LaszId professzor ur

baratai széles 1atokor( és mUlveltségl ,reneszansz emberként” ismerték.

Emlékét megbrizzik!

Az ELTE Biokémiai Tanszék k6zoéssége
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