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Kitiintetések, dijak

AZ MBKE TAGJAINAK ELISMERESEI
2015. MARCIUS 15 ES JUNIUS 15 KOzZOTT

A Magyar Erdemrend Kozépkeresztje a csillaggal Kkitiintetést kapta
Zavodszky Péter Széchenyi-dijas biofizikus, az MTA rendes tagja, az MTA
Természettudomanyi Kutatokdzpont Enzimoldgiai Intézetének kutatdprofesszora,
az Eo6tvos Lorand Tudomanyegyetem és a Pazmany Péter Katolikus Egyetem
professor emeritusa az enzimmuUkoddés molekulaszerkezeti alapon torténd
megértésének terlletén a fizika elveinek és modszereinek alkalmazasaval (j
iranyt mutaté eredményei, valamint jelent6s tudomanyszervezé tevékenysége
elismeréseként.

A Magyar Erdemrend K6zépkeresztjét vehette 4t Vigh Laszlé Széchenyi-
dijas kutatovegyész, biokémikus, az MTA rendes tagja, az MTA Szegedi
Bioldgiai Kutatokdzpont Biokémiai Intézetének kutatdprofesszora, a Szegedi
Tudomanyegyetem cimzetes egyetemi tandra, a Straub Ordkség Alapitvany
elndke, az MBKE alelndke a stressz és adaptacié sejt- és molekularis szint(
folyamatainak megismerését célzd kutatasi eredményei, valamint a kutatéi palya
népszerlsitése érdekében végzett jelentds tudomanyszervezdi tevékenysége
elismeréseként.

Széchenyi-dijjal tiintették ki Ligeti Erzsébetet, az MTA rendes tagjat, a
Semmelweis Egyetem AOK Elettani Intézet igazgato-helyettesét és egyetemi
tanarat a sejtélettan terlletén elért kiemelked6 orvosbioldgiai kutatdsai
eredményeiért, valamint a tudomanyos utanpoétlas nevelése érdekében végzett
magas szintld oktatdmunkaja elismeréseként.

Bolyai Janos Alkotdéi Dijat kapott Pal Csaba, az MTA Szegedi Bioldgiai
Kutatokdzpont Biokémiai Intézetének tudomadnyos f6munkatarsa, az
Akadémia Lendilet programjanak csoportvezetGje, aki a genetikai rendszerek

« 7 s

Simonné Dr. Sarkadi Livia, az Elelmiszertudomanyi Kar tanszékvezet
egyetemi tanara megkapta az ,IUPAC 2015 Distinguished Women in
Chemistry or Chemical Engineering Awards” dijat, amelyet augusztusban
az IUPAC Vilagkonferencidjan, Koreaban vehet at.
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Kitiintetések, dijak

Haracska Lajos, a Szegedi Biologiai Kutatokdézpont Genetika Intézetének
tudomanyos tanacsaddja, az MBKE fé6titkarhelyettes a daganatok kialakulasanak
genetikai hatterét vizsgald kutatasaiért Straub Emlékplakettben részesiilt.

A Lendiilet program keretében 2015-ben 12 (j kutatécsoport alakulhat egy-
egy kimagaslo teljesitmény( fiatal kutaté vezetésével, 6t a matematika és a
természettudomanyok, négy az élettudomanyok, harom pedig a boélcsészet- és
tarsadalomtudomanyok tertletén. Az MBKE tagjai kozll palyazati témogatast
nyert a kromoszomak térbeli szerkezetének kialakuldsat kutatdé Székvolgyi
Lorant (Debreceni Egyetem Molekularis Medicina Kutatdékdzpont).

Gratulalunk a kitiintetetteknek!
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Zavodszky Péter

ZAVODSZKY PETER

~AKki akar, azt a sors vezeti, aki nem, azt a sors sodorja.”
Seneca

A kitliintetés mindig jelképes és Ugy gondolom nem egy
embernek, hanem az 3altala végzett tevékenységnek és
annak az értékrendnek szol, amelyet az illet6 képvisel.
| Annak mindig orildk, ha megkllénbdzetett figyelem
iranyul a tudomanyra és az oktatasra. E figyelem egyik jele,
hogy a Biokémia Ujsag felkért, irjak roviden a tudomanyos
munkamrél és palyafutdsomrdl. Tébb mint otven aktiv
év egy tudomany terlleten, egy kutatékdzosségben,
Magyarorszagon, igencsak valtoz6 viszonyok k&zott nincs
minden tanulsag nélkil. S e dij révén személyemre iranyuld figyelmet érdemes
most arra felhasznalni, hogy elmeséljem, miként alakult egy lelkes és érdekl6d6
ifju fizikus sorsa és palyafutasa ebben a torténelmileg is kildnleges korszakban.
Erdemes visszaemlékezni, mert alig-alig vannak mar korildttem, akik l&ttédk és
megtapasztaltdk mindazt, amit megéltem - talan érdekes ez a hazai szerkezeti
biofizika kialakuldasa és fejlodése szempontjabol, de alulnézetbdl is érdekes
lehet, hogy miként alakult az én személyes sorsom, e valtoz6 és sokszor viharos
idoszakban. Talan arra vonatozoan is tanulsaggal szolgalhat ez a kis iras, hogy
mi az, ami az emberen mulik, szinte figgetlenll a kilsé kortlményektdl. Azt
mondjak, az lesz sikeres ember, aki még akkor is folytatja, amit elkezdett,
amikor masok mar régen abbahagytak. En, ha értem el sikereket, akkor ennek
a kitartasnak és elszantsagnak tulajdonitom, mindig hittem abban, hogy amit
fontosnak és hasznosnak tartok, azt el6bb-utdbb meg tudom valdsitani, s ha
nem is sok, de valami rajtam is mulik k6zos sorsunk alakulasaban.

Tobb mint 6t évtizedes szakmai multtal a hatam mdgott talan érdemes a dolgot
visszatekintéssel kezdeni, hatha akad ebben is tanulsag masok szamara is. Nalam
a tudomany iranti érdeklodés koran, a debreceni Flvészkert Utcai Reformatus
Altaldnos Iskolaban kezd3dott tandraim hatdsara, akkor déntéttem el, hogy fizikus
leszek, s ezt a szandékomat a debreceni Fazekas és a gydri Révai gimnaziumban
toltott évek megerésitették. Szerencsém volt a tandaraimmal és mestereimmel.
Tizenéves koromban még atomfizikus szerettem volna lenni, mert akkoriban az
a tudomanyterilet érte el a legjelentésebb sikereket. Egyetemi tanulmanyaim
soran azonban részt vettem egy biofizikai vandorgyllésen, ahol a komplex
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Zavodszky Péter

rendszerek fizikaja - az él6 rendszerek fizikdja - keltette fel az érdekl6désemet.
Ugy gondoltam, hogy a fizika m(ivelésének ez egy olyan Uj teriilete, ami
érdekes, valtozatos és sikereket is igér. A biofizika az én értelmezésemben az élo
rendszerek mikodését, az életfolyamatok mechanizmusat vezeti vissza atomi
és molekularis kdlcsonhatasokra. A fizikus mindig, ha bioldgiaval foglalkozik
is, a szerkezetbll vezeti le a funkciot. Izgalmasnak taldltam az éldvilagot
komplex fizikai rendszerként értelmezve. Palyavalasztasom masik oka volt
a személyes taldlkozas Straub Brunodval, aki széles l|atokor( tuddésként és
tudomanyszervezéként észrevette, hogy elérkezett a fizika ideje a bioldgiaban
és fizikust keresett. Amikor végeztem a debreceni egyetemen, tébb allasinterjun
is részt vettem. A Straub Brunodval folytatott beszélgetés dontének bizonyult,
az O kornyezetében szerettem volna dolgozni. Azéta is itt vagyok az MTA TTK
Enzimoldgiai Intézetében és soha nem bantam meg, hogy annak idején igy
valasztottam.

Szerencsés voltam, bar magam is kerestem a szerencsémet. Debrecenben az
egyetemen fizikusként Szalay Sandor tanitvanya lehettem, kezdd kutatatdként
Budapesten, a Karolina Uuton Straub Brund kornyezetébe keriltem. Az akkori
lehetdségek keretében hosszabb id6t toltottem Leningradban, a Polimer Kutatd
Intézetben, ahol Breszler (a hidroféb hatas felismer6je), Volkenstein és Frenkel
(neves polimer fizikusok) korébe keriltem olyan fiatalok k6zzé, mint pl. Oleg
Ptytsin. Moszkvaban, a Molekularis Bioldgiai Intézetben Engelhardt és Varshawsky
fogadott a kdrnyezetébe. En Straub Brund éleslatdsa és kapcsolatai révén a
Szovijetunidbdl is a legjobbat kaptam, s kozben megtanultam oroszul, hozzaférve
ezaltal az igazi orosz kulturdhoz, ami a mai napig sok 6romoét okoz. Azutan
a ,Caltech” kdvetkezett Pasadenaban, ahol a fehérje rontgen krisztallografia
egyik uttérdje, Richard Dickerson mellett dolgoztam, s volt szerencsém kés6bb
Oxfordban a Nobel-dijas Rodney Porter intézetében is eltdlteni hosszabb id6t,
itt alakult ki maig tartd kapcsolatom a molekularis immunoldgiaval. Kézben
eltelt 15 év, amelynek nagy részét itthon toltoéttem, a Karolina Uton épitettem,
elsO fizikusként a hazai biokémidban, az Intézet ml(iszer allomanyat, sajat
kutatdcsoportomat és szakmai hatorszagomat. ,A bonis bona discere” — nekem
megadatott, hogy joktdl jot tanuljak. A felsorolasbdl kitlinik, hogy volt kitdl
tanulnom és volt moédom latni, miként kell m(ivelni a tudomanyos kutatast.
A mesterek modszert, etikat, vezetési technikat tanithatnak az embernek, de
nyilvan észt, tehetséget nem adhatnak. igy e téren azzal gazdalkodtam, ami
megadatott, de azt prébaltam mindig jol kamatoztatni. Adva volt a minta és a
kovetelmény, s ez mindig mozgasban tartott.

BIOKEMIA
XXXIX. évfolyam 2. szam 2015. junius

6



Zavodszky Péter

Els6 feladatom a Karolina Uton az volt, hogy kiépitsek az intézeten belil
egy, akkor még Magyarorszagon nyomaiban sem l|étez0, szerkezeti bioldgiai
eszkdzrendszert. Nagy lendilettel lattam hozza, Straub tekintélye és befolyasa
a forrasokat is megnyitotta. Mint fizikustdl - a biokémikusok, vegyészek és
orvosok korében - elsdsorban a fizikai szerkezetvizsgald moddszerek hazai
meghonositasat és fejlesztését vartak. Ebben nagy segitségemre volt az Intézet
kitn6é m(ihelye és a kdzelben Iévd Magyar Optikai Mlvek nagyszer( és sokoldalu
mérnok gardaja. Ez a munka rendkivil sok energiat és idot igényelt, ebben az
idészakban alig publikaltam, hisz tevékenységem jb része miszer- és modszer-
fejlesztés volt. A befektetés azért megtérilt, hiszen igy készllhetett el az akkori
magyar muszergyartas egyik legsikeresebb exportképes nagymdiszere, a MOM
analitikai ultracentrifuga, amit a Magyar Optikai Mlvekben gyartottak, és amely
Japanban piacvezetd lett KUBOTA név alatt. Kés6bb, IEC markanéven az Egyesilt
Allamokban is sikerilt jelentds darabszamban értékesiteni. Intézetiinkben
mUkodott az elsd optikai rotacids diszperzidos (Bellingham and Stanley), majd
cirkularis dichroizmus fotométer, aminek segitségével optikai Uton lehetett
szerkezeti informaciét nyerni fehérjékrél és polipeptidekrél. Igy lett a ,Karolina-
ut” szamos biofizikus és peptidkémikus zarandokhelye. Az adiabatikus pasztazoé
mikrokaloriméter egyik prototipusat sikerllt hazahoznom a gruziai Tbiliszibdl,
ahol Petre Privalovval dolgozhattam néhany honapig. Azoéta is Intézetlink szamit
e technika hazai kozpontjanak. Lett az Intézetben kisszogli réontgenszoéras,
fluoreszcencia depolarizacio, fényszoras, nalunk Uzemelt Magyarorszagon az
elsO elektroforézis berendezés (Thiselius), valamint az elsd kétsugaras infravords
spektrofotométer, uttorék voltunk a gyors kinetikai mddszerek (stopped flow,
T-jump) meghonositdsaban is. Az els6 tiz évben sikertlt kiépitenem egy olyan
szerkezeti biokémiai mUszeres hatteret, amire aztan a késObbi kutatasaink
épliltek. Ebben az id6szakban kapcsolédtam be az oktatdsba az E6tvos Lorand
Tudomanyegyetemen, ahol az els6 biofizikai kurzust 1964-ben én inditottam el,
Lang Ferenc hivasara, a Novényélettani Tanszék keretében. A tanitas rakényszeriti
az embert arra, hogy szélesebb kitekintéssel m(ivelje azt a tudomanyteriletet,
aminek csupan egy pici szeletében van igazan otthon. Fontos a kdlcsdnhatas a
diakokkal, hisz a friss elmék nem sztereotip kérdései eredetiek és stimulaldak.
A tanitas egyfajta kotelesség is, a megszerzett tudast kodtelesség atadni és én
hiszek a személyes informacidatadas hatékonysagaban. Az én tudomanyos
fejlodésemre is nagy hatassal volt egy-egy karizmatikus mesterem személyes
kisugarzasa.
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Zavodszky Péter

Palyam els6 szakaszaban, a hatvanas években és a hetvenes évek elején
elsOsorban az enzimek m(ikddésének szerkezeti hattere foglalkoztatott. Ez volt
a fehérje rontgen krisztallografia hdoskora, ekkor mindenki a merev, elektron
slirliség térképeken nyugvo fehérje modellek Ujdonsaganak blivoletében élt. A
fizikusnak nyilvanvalé volt, hogy a mikrovilagban, a molekulak szintjén az energia
és szerkezeti fluktuacidk léteznek és jelentdsek, s nem hagyhatdak figyelmen
kivil. Ez idoben sokat beszélgettem Straub F. Brundval, intézetiink akkori
igazgatdjaval, aki fogékonynak mutatkozott e gondolatok irant, s arra buzditott,
hogy keressem a kisérleti megkozelitést a konformacids dinamika funkcionalis
szerepének tisztdzasara. Ebben az id6ében a fehérjék — méretik és a technika
fejletlensége miatt — nem jottek szamitasban az NMR vizsgalatok célpontjaként.
A hidrogén-deutérium kicserél6dés kinetikajanak kovetésében taldltam meg a
modszert, s enzimek sorozatan mutattuk meg, hogy a szubsztratumok lokalis
kotddése az egész makromolekula konformacids fluktuacioinak eloszlasat képes
megvaltoztatni, s ennek a megjelenési formaja az indukalt szerkezetvaltozas
és a megvaltozott affinitdas a tovabbi ligandumok iranyaba. Kisérleteink
alatamasztottak a Straub altal 1964-ben megfogalmazott ,fluktuaciés fit”
koncepciot, ami napjainkban ,konformacios szelekcié” néven nyert teret a
molekularis szint(i informacié atadas mechanizmusanak értelmezésében.

A fehérjék térszerkezeti fluktuacidinak és konformacios dinamikajanak leirasa
megkivanta a termodinamikai megkozelitést, a hOmérsékletfliggés vizsgalatat.
A fehérjék viszont, éppen gyenge koélcsonhatasok altal stabilizalt, flexibilis
térszerkezetliik miatt csak behatarolt hGmeérséklet tartomanyban stabilisak. A
vizsgalatok tartomanyanak kiterjesztésére vald torekvés vezetett a hdstabilis
és hidegtlr6é fehérjék bevonasahoz kisérleti objektumaink sordba a hetvenes
évek elején. Ebben az id6szakban homoldg: termofil, mezofil és psichrofil
enzim sorozatokkal végeztiink komplex szerkezeti, funkcionalis és stabilitasi
kisérleteket, amelyek egyik fontos konkluzidja volt, hogy a fehérjék tobbségének
esetében megfigyelt marginalis stabilitds a mlkodés optimalis feltételei kdzott
annak tulajdonithaté, hogy a funkcidhoz sziikséges optimalis konformacios
dinamika, a szerkezetet stabilizalé kotések természetébdl fakaddan csak sziik
homérséklet tartomanyban biztosithatd. E munka konklizidja volt a dinamikusan
egyenérték(i allapotok posztuldtuma. Ebben az idében rendszerez6 munkat is
publikaltunk arrél, hogy milyen valtozatos stratégiaval igazitja a természet az
enzimek konformacids flexibilitasat a mlikddés hOmérsékletéhez. Ezen munkaink
egyik mellék vonulata volt néhany gyakorlati eljaras kidolgozasa az enzimek
hostabilitdsanak megndvelésére.
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1972-ben Oxfordban, a Nobel-dijas Rodney Porter laboratériumaban toltottem
egy évet. Azért mentem oda, mert az immunglobulinok mint tobb doménbdl
feléplild, multifunkciondlis fehérjék felkeltették az érdekl0désemet. Arra
kerestem a valaszt, hogy mi a mechanizmusa a domének kodzotti jelatvitelnek.
Itt probalkoztam eldszor a fehérjék konformacios dinamikajanak NMR-el torténd
vizsgalataval (270 MHz), de a technika akkori lehetdségei nem voltak alkalmasak
az altalam felvetett kérdések megvalaszoldsédra. Igy inkdbb a komplement
rendszer aktivalasanak mechanizmusaval kezdtem foglalkozni, eterlileten lehetett
Oxfordban akkor a legtdbbet tanulni. Azéta — Gal Péter bekapcsoldédasaval és
novekvo dominanciajaval - sikerult itthon egy altaldnosan elismert komplement
kutatdé mihelyt kialakitani.

A komplement rendszer fehérjéi folyamatosan jelen vannak a vérben, de
csak ott és akkor aktivaldodnak, ahol és amikor erre sziikség van a patogének
elpusztitasahoz. A nem célzott aktivalas nagy bajokhoz vezethet. Egy 30
kilénbdz6 fehérjét magaba foglald rendszerrdl van szd, amelynek mikddése
nagyon finom kils6 és bels6 - molekuladris szintl szabalyozast igényel. A
komplement aktivaldas harom parhuzamos Uton mehet végbe - a klasszikus,
lektin vagy alternativ Utvonalakon. Mi ezek kozil az elsd kettOvel foglalkozunk.
Az a célunk, hogy a kozrem(ikodo fehérjék szerkezetébdl levezetve hatarozzuk
meg az aktivalas és szabalyozas molekularis mechanizmusat. Az elmult néhany
év soran klonoztuk, expresszaltuk és jellemeztiik a klasszikus és lektin Ut kezdeti
|épéseiben részt vevd multidomén szerinproteazokat (C1r, C1s, MaSP1, MASP2),
s ezek természetes és mddositott domén kombinacidit, valamint a C1-inhibitort.
Kristalyositas utan, rontgen diffrakcioval, meghataroztuk a térszerkezetiiket,
zimogén és aktivalt formaban. A szerkezetek alapjan modelleket dolgoztunk Ki
a kolcsonhatasok maddjara (ezek a protedzok makromolekularis komplexekben
fejtik ki hatasukat) és az aktivalas mechanizmusara. Feltérképeztik a nem
katalitikus modulok szerepét a kdlcsénhatdsokban és az aktivalasban, az intra- és
inter-modularis flexibilitas jelent6ségét az egyes aktivalasi Iépésekhez sziikséges
atrendezddésekben. Kiilénds technikai siker volt a Cl-inhibitor szerkezetének
meghatarozasa, mivel e gydgyaszati szempontbdl fontos, de erdsen glikozilalt és
flexibilis molekulaval mar sokan kudarcot vallottak. Némi ,protein engineering”, a
kitartas és a szerencse (egy Uj szerkezeti forma felfedezése) elvezetett a sikerhez.
Feltartuk a szerkezeti- és toltés-komplementaritas szerepét a komplement
protedzok és a Cl-inhibitor kdlcsdonhatasainak szabalyozasaban, valamint a
heparin szerepét a gatld hatas fokozasaban. A Clr szerkezetének alapjan Uj, a
részleteket jobban megmutatd C1 aktivalasi modellt dolgoztunk ki. A szerkezet
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Zavodszky Péter

meghatarozé munkaban nagyban segitett benniinket, hogy id6ben felismertik a
szamitdgépes grafika jelentdségét és mi birtokoltuk a térség elso6 Silicon Graphics
munkaallomasat, amelyet OMFB tagsagom révén sikerllt megszerezniink, Geleji
Frigyes személyes tamogatasaval.

A lektin Ut a komplementrendszer aktivalasanak nemrégen felfedezett Utvonala.
A két indit6 szerin proteaz, a MASP-1 és MASP-2 rekombinans formaban térténd
eldallitasaval Uj lehetOséget nyitottunk meg a miikodés és szabalyozas szerkezeti
alapu megértéséhez. Tisztaztuk ezen protedazok szubsztratspecificitasat és a nem
Fontos megallapitasunk, hogy a szinte azonos szubsztratspecificitassal rendelkez6
MASP-2 és C1s klilonb6z6 kdlcsonhatasokat alakit ki ugyanazon szubsztratummal.
Felfedeztlk, hogy a MASP-2 zimogén formaja jelent6s enzimatikus aktivitassal
rendelkezik bizonyos fehérje természet(i célpontokon, s megallapitottuk, hogy a
szubsztratum indukalta konformacio valtozas az aktivitas alapja. Ez a felismerés
magyarazatot ad az autoaktivalodas mechanizmusara.

Az utobbi id6ben kiterjesztettilk vizsgalatainkat a komplementrendszer és
mas élettani folyamatok kapcsolatara. Kimutattuk a MASP-2 protrombin hasité
képességét, kapcsolatot tarva fel a komplement és a véralvadasi rendszerek
kozott. Sikerllt fényt deritenlink az ellentmondasos MASP-1 proteaz képességére,
miszerint PAR-4, sejtfelszini proteaz aktivalt G-fehérje kapcsolt receptort
hasit endotél sejtek felszinén, hozzajarulva ezzel a gyulladdsos folyamatok
elinditasahoz, a komplement aktivalassal 6sszefliggésben. Mivel a komplement
rendszer hibas aktivalddasa szamos gyulladasos és autoimmun betegségben
szerepet jatszik, ezért gydgyaszati szempontbdl nagy jelentésége lenne az
aktivalasi Utvonalak szelektiv gatlasanak. Ezért tekinthetd attorésnek az altalunk,
Pal Gabor kutatdcsoportjaval egylttmikodve, fag-bemutatas datjan eldallitott
szelektiv MASP-1 és MASP-2 inhibitorok eldallitdsa, mivel sem kis, sem nagy
molekulasulyu szelektiv inhibitornak nem voltunk ezt megel6zden birtokaban.
Ezek az inhibitorok tették lehetévé, hogy feltarjuk a MASP-1 szerin proteaz
meghatarozé szerepét a komplement aktivalas lektin Utjanak inditasaban.

Amikor az ember egy-egy tudomanyos részproblémaval foglalkozik, nem midig
latja, miként illeszkednek majd eredményei a vilagrol alkotott egyetemes
képlnkbe. Ha valakinek megadatik, hogy néhany évtizeden at nagyjabdl
koherens kutatd tevékenységet folytasson, akkor felmérheti, mi ebbdl az
idotalld. Visszapillantva azt gondolom, hogy fehérjekutatdi munkamban akadnak
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ilyen elemek. A fluktuaciés fit hatvanas évekbeli hipotézise, majd kisérleti
alatamasztasa, mint koncepcio a fehérjék kélcsonhatasainak és szabalyozasanak
mechanizmusara, kiallta az id0 prébajat. A kisérleti technikak fejlédése hozott
finomitasokat és kisérleti adalékokat, de a koncepcid alapjaiban igazolddott és
helytalldnak bizonyult. Mas természet(i a komplement rendszer kutatasaval
kapcsolatos munkank. Ez esetben a gondosan tervezett, felépitett és kivitelezett
adatgy(jtd, szerkezeti és funkcionalis iranyultsagl tevékenység jelentGsen
hozzajarult ahhoz, hogy ma mar a mozaikokbdl egy tobbé-kevésbé egységes
kép alakult ki a komplement rendszer m(ikédésérdl, ez a kép a mi munkank és
Otleteink nélkll nem lenne felvazolhatd.

A kutatdmunkanak van egy masik vonulata, a kutatasi eredmények hasznositasa.
Mint a Magyar Innovacids Szovetség egyik alapitdja és tisztségviseldje, mindig
torekedtem nemcsak masok, de sajat kutatasi eredményeim és tapasztalataim
gyakorlati hasznositasara. Ezek mindig az alapkutatas melléktermékeként
jelentek meg. Igy lehettem részese a MOM 4&ltal gyartott analitikai ultracentrifuga
tervezésének és megvalodsitasanak akkor, amikor a fehérjék alegységeinek
kdlcsonhatasaival foglalkoztam. Amikor a hatvanas évek elején nekilattunk
Rohonczi Ferenc mérndk baratommal, nem sejtettiik, hogy minden id6k
legsikeresebben exportalt magyar nagymdiszerét hozzuk létre. Génsebészeti
munkadink ,melléktermékeként” jott Ilétre két sikeres biotechnoldgiai
kisvallalkozas. Némi résziink abban is van, hogy a Richter rekombinans fehérje
alapu biotechnoldgiai Gizemet épitett Debrecenben. Meggy6zddésem, hogy nem
alkalmazott kutatast kell m(ivelni, hanem segiteni kell az Uj kutatasi eredmények
hasznositdasaban azokat, akik ebben érdekeltek, s ehhez értenek.

Az utdbbi idészakban molekularis immunolégiaval foglalkozunk. Elsé hallasra
kicsit furcsanak tlnhet, hogy fizikusnak mi kdze lehet az immunoldgiahoz, de
eredményeink azt mutatjak, hogy Uj szemlélettel van itt keresni valdnk. Az
immunrendszer olyan molekuldk 6sszessége az emberi szervezetben, amelyek
rendkivil 6sszehangoltan végzik a munkajukat. Ha bakteridlis fertozés ér
bennilinket, egy idegen anyag hatol be a szervezetiinkbe, vagy rakossa fajul egy
sejtiink, azt az immunrendszerliink felismeri és elpusztitja. Ennek hattérében
komplex molekularis folyamatok vannak, amelyeket csak a fizika és a kémia
elvei és ismeretei alapjan lehet teljesen megérteni. Ha ugyanis tudjuk, hogy mi
torténik a molekuldk szintjén, amikor a szervezet védekezd rendszere (helyesen
vagy karosan) beavatkozik valahol, akkor lehet6séglink nyilik serkenteni vagy
gatolni ezeket a folyamatokat. Példaként emliteném, hogy amikor valakit
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széllités vagy szivinfarktus ér, akkor a szervezetben valahol vérellatasi zavar
kovetkeztében egy aprocska terlileten szévetkarosodas torténik. A sejtelhalas
aktivalja a komplement rendszer alternativ Utvonalat azon a terlileten, mialtal
az eredetig csak kis terlletet érintd szovetkarosodas jelentdsen kiterjed. A
szivinfarktus vagy szélités ugyan eldidéz szoévetelhalast, de csak egy viszonylag
kis tertleten, a masodlagos komplement aktivalas hatasaként ez sokkal nagyobb,
sokszor végzetes méret(i lesz. Gal Péter és Pal Gabor munkaja eredményeként
kifejlesztett specifikus gatldrendszerek az immunrendszernek azokat és csakis
azokat a komponenseit gatoljak, amelyek a karos hatast eldidézik. Ennek a
felfedezésnek a gydgyszerfejlesztésben lehet majd nagy szerepe, hiszen a kozeli
jovoben akar egyetlen injekcioval jelent6sen mérsékelheto lesz az infarktus vagy
széliités hatasa.

A kutato életének - még akkor is, ha mindvégig akadémia intézetben dolgozik
- része az oktatas. A hatvanas években Lang Ferenc hivasara kezdtem
szervezni a biofizika oktatdsat az Eb6tvds Lorand Tudomanyegyetemen, ez ma
mar a Bioldgiai-fizika Tanszék keretében folyik. A doktori iskoldk megalapitasa
Ota vagyok tagja az ELTE Szerkezeti Biokémiai Doktori programnak. Oktatodi
mUkddésem fontos terepe az 1998-ban létrejott Pazmany Péter Katolikus
Egyetem Informacidtechnoldgiai Kara, ahol Roska Tamas hivasara a kezdetektdl
részese lehettem az élettudomanyok, a mUiszaki tudomanyok és az informatika
O0sszekapcsolasara iranyuld igéretes kisérletnek. 1986 Ota fizikai-biokémiat
tanitok évente egy quarterben Los Angelesben a UCLA-n (Kaliforniai Egyetem),
ami jé arra, hogy egy masféle kulturaban és kérnyezetben csiszoljam magamat.

Ma sokat beszéliink életpalya modellekrél, van ilyen a tanarok, a katonak, a
rendorok és a kutatok esetében is. Egy tobbé-kevésbé szabalyos életpalya
esetén, mint amilyennek az enyém is mondhatd, vannak kotelezd ellen6rzo
pontok és ezeken a pontokon az élet blinteti vagy jutalmazza az érintettet.
En itt-ott némi lemaradassal, de teljesitettem a formai kovetelményeket;
lettem kandidatus, nagydoktor, majd akadémiak tagjanak is megvalasztottak.
Szolgaltam bizottsagokban és alapitvanyok kuratériumaban, valoban térekedtem
arra, hogy ha a tarsadalom biztositja, hogy a passziomnak - vagyis a tudomany
mUvelésének - éljek, akkor én is szolgaljam az orszagot, ott ahol erre médom
nyilik. Toltottem hat évet a Magyar Akkreditacios Bizottsagban, nyolc évig
elnokként szolgaltam a Magyar Biofizikai Tarsasagban. Voltam - vagyok a Magyar
Osztondij Bizottsdg elndke, a Magyar Innovacids Alapitvany kuratériumanak
alapitd elndke. Segitem a hatdron tuli magyar felsOoktatdst a Sapientia
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Hungariae Alapitvanyban. Dolgoztam a Miniszterelndki Hivatalban, amikor ugy
hozta a helyzet, s az is szolgalt érdekes tapasztalatokkal, amikor naiv modon
probaltam a 6000 f6t foglalkoztatdé Magyar Optikai Mlvek Igazgatdsaganak
elnokeként egy allami nagyvallalat privatizacidéjat korrekt mddon levezényelni
a nyolcvanas-kilencvenes évek forduldjan. Nem volt mindig kdonnyld ezeket a
kozosségi feladatokat az elmélyllt tudomanyos munkaval 6sszehangolni, de talan
sikertlt azt az egyensulyt megtaldalnom, ami megadta a hasznos és sokszin( élet
élményét. Kaptam cimeket és dijakat itthon és kilféldon. Nem mondom, hogy az
elismerések nem fontosak, de amit igazan fontosnak tartok, az a kdrnyezetembal
kikerllt pallérozott és elkotelezett ,kaderek” sora, akik egyrészt hasznos tagjai
lettek a tarsadalomnak, masrészt tovabb vitték azt a tudomanyos iskolat, amit
Intézetlinkben 6rokil kaptam mestereimtdl, s amelyik 6t évtized alatt nem
sorvadt el, fennmaradt és Uj hajtasokat is hozott. Az, hogy kutatdcsoportunk
rajta van a tudomany nemzetkozi térképén, azt elsésorban annak tulajdonitom,
hogy mindig sikerilt elkotelezett, tehetséges partnereket taldlnom a munkahoz.
Kezdetben Simon Istvan és Lakatos Zsuzsa, késdbb Vonderviszt Ferenc és Kilar
Ferenc voltak a kérnyezetemben, majd utébb Gal Péter, Kardos Jdzsef, Szilagyi
Andras, Dobo Jdzsef, Hajdu Istvan, Cseh Sandor, Lérincz Zsolt, Svigor Adam,
Magyar Csaba, Németh Attila, Ambrus Géza, Végh Barbara, Beinrohr Laszl9,
Megyeri Marton, Gyorffy Daniel, Kocsis Andrea voltak azok, akik meghatarozo
moddon hozzajarultak eredményeinkhez. Ok egy kivételével mind itthon lettek
hasznos tagjai a tarsadalomnak, m(ivelik a tudomanyt, egyetemeken oktatnak,
vagy egyéb hasznos értékteremtd tevékenységet folytatnak, nevelik gyermekeiket
és jO érzés szinte nap-mint nap dsszetaldlkozni velik. Oket latva azt gondolom,
hogy talan mégiscsak lesz Ujra valamirevald orszag ebbdl a Magyarorszagbal.
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LIGETI ERZSEBET

A MITOKONDRIALIS FOSZFAT-KARRIERTOL A GTP-KOTO
FEHERJEKEN KERESZTUL A MIKROVEZIKULUMOKIG

Egy életmddij alkalmaval sok érdekes kérdést
kap a dijazott, ami életpdlyajanak attekintésére,
O0sszegzésére sarkallja. Az én palyam tartalmaz
néhany nem-szokvanyos elemet is. Els6ként: nem
jartam vilaghir( kozépiskoldba. Egyetlen iskolaba
jartam, 12 éven keresztlil, 6 éves koromtdl érett-
ségiig, ahol rdadasul az els6 4 évben osztott tanitas
volt. Azaztobb osztaly Gt egyetlen teremben — Budan,
J a Rdézsadomb aljaban. De elég jél megtanitottak
minket sok mindenre, mert az én évfolyamom két parhuzamos osztalyaban végzett
mintegy 50 ember kozll négyen lettliink az orvosi fels6oktatds meghatdrozo
professzorai. Német tagozatos osztalyba jartam, napi tobb német éraval, és az
érettségit kovet6 elsd vizsgaperiddusban fels6foku allami nyelvvizsgat tettem.
Sok évvel kés6bb nagy hasznat vettem ennek a massziv német nyelvtudasnak;
a német nyelvl orvosképzés meginduldsa utan érdekes szakmai tapasztalatokat
és nem elhanyagolhatd kereset-kiegészitést jelentett. Az elmult évtizedben a
Semmelweis Egyetem teljes német nyelvl képzését iranyitd igazgatoként pedig
a gimnaziumban megtanult irodalmi idézeteket is jél tudtam kamatoztatni.

A palyavdlasztdsom sem volt nyilegyenes folyamat. Kedveltem a
természettudomanyi targyakat, és gy gondoltam, hogy majd ha nagy leszek, a
bioldgia és a kémia hataran szeretnék lehetbleg kutatomunkat végezni. De nem
volt egyértelm(, melyik oldalrdl kozelitsem a kérdést. Kezdetben a kémia t(int
nyerének, otthon az Uresen all6 uborkas livegekben papir kromatogrammokat
futtattam, meghataroztam a kilonb6zd fellelhetd élelmiszerek zsirsav-
Osszetételét. De az orszagos versenyen egy hellyel lemaradtam a szabad felvételt
jelentd helyezésekrdl. Ezért megharagudtam a ,kémikusokra”, és ugy gondoltam,
megprébalom a felvételit az orvosira. Ha felvesznek j6, ha nem, keresek mast.
Felvettek. En nem bantam meg - remélem a felvételiztetd tandraim sem.

Negyedéves koromban keriltem didkkords hallgatoként Fonyd Attila - akkor
docens Ur - mellé a Semmelweis Egyetem Kisérleti Kutatd Laboratériumaba.
A ,Tanar Ur” néhany évvel kordbban fedezte fel a mitokondriumok foszfat
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transzportjaért felelds fehérjét. Ezen dolgozott a labor, és ez nekem annyira
tetszett, hogy végzés utdn szdoba se jott mas lehet6ség, mint tudomanyos
osztdondijasként folytatni. Az sem zavart, hogy 6 évig nem volt igazi alldasom,
2-4 hénapos szerzddésekkel hosszabbitottak (de a ,kdzveszélyes munkakerl6”
bejegyzést azért sikerllt elkerlilndm). Izoldlt mitokondriumok foszfat
transzportjanak tulajdonsagait vizsgaltuk egyszerd, de otletes technikakkal.
Késobb a foszfat-transzportnak a mitokondriumok kation-felvételében jatszott
szerepét tanulmanyoztuk. Ekkoriban keriltem kapcsolatba két kollégaval, akiktol
sokat tanultam. A sajnos nagyon fiatalon elhunyt Horvath Laci az SzBK Biofizikai
Intézetében a bioldgiai membranok allapotat spin-jelzéses technikaval vizsgalta.
Két kozlemeényre kiterjed6 egylittmikddésiink soran fizikusi szemléletébdl nagyon
sokat tanultam. A masik egylttm{koddé a Budapesti M(iegyetemen Lindner
Ernd az ion-szelektiv elektrédok specialistaja volt. A mitokondriumok kalium és
kalcium mozgasait, késObb a membran-potencial valtozasait is ion-specifikus
elektrédokkal tudtuk idében folyamatosan kovetni. Erdekes id8szak volt,
szerettem Uj technikakat kiprébalni és ,barkacsolni” a laborban. Legkomolyabb
elismerésem az volt, amikor a fizikus kollégak dszinte meglepetéssel allapitottak
meg: ,nem is gondoltuk, hogy orvos vagy”...

Nem szokvanyos az érzelmi hozzaalldsom ahhoz (az a&altalam ismeretlen)
minisztériumi tisztségviselohdéz sem, aki 4 évvel a végzésem utdn nem
engedélyezte az els6 tanulmanyutamat. Ugyanis végtelenil halas vagyok neki.
FOonokom, Fonyd Attila elment egy évre Franciaorszagba, és én egyedlil maradtam
a laborban. Ezen év folyaman 2 kdzleményt sikertlt egyedil publikdlnom, ma is
elfogadhato szinvonall nemzetkdzi folydiratban, ami nagyban hozzajarult 6nallo
kutatoi egyéniségként vald elfogadtatasomhoz a hazai szakmai kozéletben, és
lehetdvé tette, hogy a kandidatusi fokozatot nagyon fiatalon, 6sszesen 5 évvel
az orvosi diploma utan megszerezzem. Amikor néhany évvel késobb eljutottam a
tervezett tanulmanyutra, akkor realizaltam igazan a szerencsém: tobb publikacié
elsO szerzdjeként 6nalld kutatoként dolgozhattam a kiilféldi laboratériumban, volt
kelld tapasztalatom, és a rendelkezésre allé idovel és lehetdséggel optimalisan
tudtam élni.

Ez az elsd tanulmanyut Grenoble-ba, a Nuklearis Kutatékdzpont Biokémiai
Laboratériumaba vitt el, ahol Pierre Vignais professzor iranyitasaval tovabbra
is a mitokondridlis foszfat transzporteren dolgoztam. Ott végeztem el izotdp
nyomijelzéses technikaval azokat a kinetikai méréseket, amelyek a mai napig
egyedili adatot szolgaltatnak a transzporter sebességérdl. A meglepd, hogy
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a foszfat transzport sebessége tobb nagysagrenddel haladja meg az oxidativ
foszforilacié sebességét, aminek a bioldgiai értelme tovabbrais nyitott kérdés. A mi

-7

teszi lehetévé - de lehet, hogy majd egyszer mas megoldas sziletik.

Az 1980-as évek vége fele bezarulni latszott a latokér a mitokondrium-
kutatasban, legféképpen a transzporterek kutatasaban. A fehérjéket izolaltak/
izolaltuk, mesterséges lipid membranba beépitve azonositottak/azonositottuk a
funkcidkat, de egyértelm(ivé valtak ezen technikak korlatai. A mitokondriumokban
in situ tapasztalt tulajdonsagokat nehezen lehetett reprodukalni, mert a
nagyon kis mennyiségben jelenlevl, er6sen hidrofob fehérje tisztitdsa soran
valtozd szennyezddések is megjelentek, amelyek alapvetfen eltorzitottak az
eredményeket. A terlilet szamos kutatéja mas problémak utan nézett - koztik
én is. Nem gondoltuk, hogy egy évtized sem kell, hogy a mitokondrium-kutatas
felébredjen csipkerdzsika-almabdl, teljesen mar 0sszefliggésben, az apoptozis
kapcsan. C’est la vie...

Grenoble-i tanulmanyutam soran talalkoztam kozelebbrél a neutrofil
granulocitdkkal. Vignais professzor érdeklodését is felkeltették, mivel a
mitokondriumokéhoz sok vonatkozasban hasonld citokrommal rendelkeztek.
Ebben az idében mar ismert volt, hogy a granulocitak altal képzett szuperoxid
termelésében egy, a plazma membranban elhelyezkedd, b tipusu citokrém
szerepet jatszik. De nem sok tovabbi informacio volt ismert err6l az enzimrol.
Masodik Grenoble-i tanulmanyutam feladata lett, hogy ezt az enzimet egy in
vitro rekonstruadlt rendszerben vizsgaljam. Honapokon keresztll napi 10-12 6rat
alltam a regisztrald spektrofotométer mellett, mig apro Iépésekben sikerilt jo
enzim-aktivitast elérnem. Harom hénap alatt minden alapveté tulajdonsagot
dokumentaltam, és a tanulmanyut végén a franciaorszagi sok hosszu Unnepi
hétvége egyikén hasznalhato kéziratta (a sz6 szoros értelmében, kézzel a széveg,
mm-papiron ceruzaval az abrak) dsszeallitanom. Megérte a buzgalom, mert egyik
legtdbbet idézett kozleményem lett. Egy kovetkezd Grenoble-i latogatas soran
alapvetéen Uj medfigyelést tettlink: kimutattuk, hogy a szuperoxid-termeld
enzim aktivalasaban egy telitési Iépés van. Ez a megfigyelés azért volt jelentss,
mert akkoriban az enzim-aktivitas valtozasokat els6sorban kovalens mddositas
(tipikusan foszforilacid) utjan gondoltadk, és a mi adataink egyértelm(ien
asszociaciot feltételeztek. A sors fintora, hogy ez a merdben (j gondolat alig
jutott el a témaval foglalkozd kutatdk tudatahoz, 6sszesen talan 10 hivatkozast
eredményezett...
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Franciaorszagbdl hazatérve néhany diakkords hallgatéval mi is elkezdtiink
granulocitdkat preparalni, de a szuperoxid-termelés mellett fokozatosan Uj
funkcidk is felkeltették kivancsisagunkat. Az oxidaz enzim szabalyozasaban mi a
GTP-flggésre és az ennek alapjan feltételezhetd GTP-koto fehérje jellemzésére,
majd a G-fehérjét szabalyozd GTPaz aktivald fehérjékre koncentraltunk.
Ennek soran uj fehérjét (ARHGAP25) klonoztunk és kimutattuk részvételét
a fagocitozisban. Egy masik Rac/Rho-GAP kapcsan az enzimoldgidban ritka
jelenséget irtunk le: a szubsztrat specificitds reverzibilis valtozasait, amit
membran-kotédés, foszforilacid, esetleg fehérje-komplexbe kotédés valt ki.
A kezdeti csapat didkjai ma o6nalldé munkacsoportot vezetd professzorok és
docensek, nagy 6romomre, tobben idehaza. Geiszt Miklds, majd nyomdokaiban
Rada Balazs a granulocitdk kalcium forgalmat, illetve a szuperoxid-termelés
hatasat a kalcium-mozgdasokra vizsgalta. Innen vezette Mikldst 6nallé munkaja
a granulocita enzim homoldgjai, a NOX fehérjék iranyaba, Baldzst pedig a
granulocitdk funkciovaltozasaihoz a cisztikus fibrozisban szenvedd betegek
Pseudomonas fert6zéseiben. Modcsai Attila a degranulacid mechanizmusat
vizsgalva jutott el az integrinekhez, amelyek sajat munkacsoportjanak egyik
kozponti témajava valtak. A Kapus Andras altal vezetett al-csapat a szuperoxid
termeléshez sziikséges toltés-kompenzacidt biztositd H*-csatorna tulajdonsagait
vizsgalta. Es jottek az Gjabb Ph.D. hallgatdk, kinyitottak Uj ablakokat, kiizd6ttek
Ujabb technikak beallitdsaval, hoztak Uj eredményeket és valtak az évek soran
diakbdl 6nalld szakemberré. Ez az egyetemi oktatd legszebb ajandéka. Eddig
0sszesen 14 hallgatd munkajat iranyitottam egyedil vagy megosztva, kozilik
tizen az alapkutatasban, harman a klinikai kutatasban maradtak, egy kolléga
pedig prébalja 6tvozni a kettot.

Roviden szélnom kell az elmult 6-7 évben felmerilt Uj, izgalmas kérdésrdl, a
mikrovezikulumokrol is. Kiderllt, hogy gyakorlatilag minden sejt képez aprd (1 um
atméro alatti) vezikulumokat, amelyek informacids csomagként szolgalhatnak.
A sejtek kozotti jeltovabbitas eddig figyelembe nem vett mechanizmusat
képezhetik. Sajat munkankban a granulocitakbol keletkezd vezikulumokrol
megallapitottuk, hogy stimulustdl fliggden eltérd dsszetételli, és ami fontosabb,
eltéro bioldgiai tulajdonsagu vezikulumokat ,, gyartanak” a sejtek. Ezen szelekcios
folyamat molekularis mechanizmusanak tanulmanyozasa, valamint az altalunk
leirt antibakteridlis hatas mechanizmusanak tanulmanyozasa all most az
érdekl6désiink kdozéppontjaban.
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Mindezen kutatasi tevékenység mellett folyamatosan nagy draszamban részt
vettem orvostanhallgatok élettan oktatasaban, a Ph.D. képzésben és az oktatas-
szervezésben is.

Mindezt egyetlen munkahelyen, a Semmelweis Egyetemen, ahol meglehetdsen
fiatalon, 43 éves koromban értem el az egyetemi tanari rangot. Az oktatas
szerves része életemnek, a legszebb élmény, ahogyan egy aktiv elme kinyilik és
a szemekbdl leolvashatd a nagy ,aha”-élmény.

Az idei tavaszon a sors szokatlan ajandékkal lepett meg (vagy inkabb leptem
meg magam?): professzorként, akadémikusként, intézeti igazgato-helyettesként
visszavedlettem ,postdoc”-nak. Farmerben, hatizsakkal sétaltam be reggelenként
egy heidelbergi laborba, és ismét sajat kezemmel végeztem a kisérleteket, a
tervezéstOl a kivitelezés dsszes részletéig. Fantasztikus érzés volt, hogy ezt még
mind tudom, és ugyanugy élveztem a kisérletezést, mint 20-30 évvel ezelott.
Oszintén remélem, hogy 6sztdl a sajat itthoni laboromban is lesz ra lehetéségem,
bar tudom, hogy katasztréfa, ha a fondk sokat van a laborban, mindent észrevesz,
mindenbe beleszol, mindent tudni akar...

Gondolataimmal talan sikerilt bemutatnom a tudomanyos kutatas kanyargos
utjat, a gondolatok és kérdések fejlodését, és azt, hogy még akar szerencsét
is hozhat, ha valami nem uUgy alakul, ahogyan elképzeljuk magunknak. Es
zarogondolatként: mindig nagyon élveztem, amit csinaltam, egyetemi oktatast,
sajatkez(i kutatast és a Ph.D. hallgatok munkajanak iranyitasat egyarant. Ezt
kivanom &sszes olvasomnak is.

BIOKEMIA
XXXIX. évfolyam 2. szam 2015. junius

18



I HAZAI TUDOMANYOS MUHELYEK Haracska Lajos

AZ EVOLUCIO MOTORJANAK VIZSGALATA; BETEKINTES
AZ SZBK GENETIKAI INTEZET MUTAGENEZIS ES
KARCINOGENEZIS CSOPORT KUTATASAIBA

A Mutagenezis és Karcinogenezis Kutatdcsoport 2003-ban alakult Haracska Lajos
vezetésével, a Szegedi Bioldgiai Kutatdkdzpont Genetikai Intézetében. Az akkori
viszonylag szerény lehetdségek ellenére az intézet, kiiléndsen a Genetikai Intézet
akkoriigazgatodja, Raskd Istvan jelentOs erofeszitéseket tett, hogy olyan, kilféldon
mar elismerést szerzett kutatdkat vonzzon haza, akik Uj csoportok alapitasaval
képesek kompetitiv, a tudomany élvonaldba tartozo terileteken kutatast folytatni.
Ennek az elképzelésnek a Mutagenezis és Karcinogenezis Kutatdcsoport és az
érdekl6désének kozéppontjaban alld6 DNS-hibajavitas tokéletesen megfelelt. FO
tudomanyos célként a mutacidk kialakulasanak sebességét és a karcinogenezist
befolydsold Uj gének és mechanizmusok felfedezése fogalmazddott meg.

A laboratérium megalakuldsa 6ta harom megkozelitéssel dolgozik. Az els6
megkodzelités a hangsulyt a DNS-hibajavitas komplex rendszerének viszonylag
egyszerd modellorganizmusban, az élesztdben (Saccharomyces cerevisae)
torténod megismerésére helyezi. E modellrendszer 6sszetett genetikai eszkdztarat
biztosit, mely lehet6vé teszi a kiilonbdz6 DNS- hibajavitasi utak tanulmanyozasat.
A DNS-hibajavitas nagyfoku hasonldsagot mutat, legyen sz6 egy- vagy tobbsejtl
élolényrél, hiszen a hibas régidk eltavolitdsa vagy tolerdlasa |étfontossagu
minden él6lény tuléléséhez. Az élesztOben feltérképezett Utvonalak tehat jo
iranymutatast jelentenek az emberben zajlé folyamatok tanulmanyozasdhoz; az
egyes élesztd fehérjék homoldgjai fellelhet6k emberi sejtekben is.

A laboratériumban alkalmazott masodik megkozelités célja az élesztbben
azonositott DNS hibajavitd szereplék emberi megfeleldinek meghatarozasa,
m(ikodésiik human sejtekben torténd megismerése elsdsorban sejtbioldgiai
maoddszerekkel vizsgalva. Ennek kapcsan a laboratérium rutinszerlien vizsgalja
a DNS karositd agensek (pl. szamos tumorterdpids szer) human sejtekre
kifejtett hatasat sejttulélés, kromoszdma atrendezddés és mikroszkdpos fehérje
lokalizaciés vizsgalatokkal, ugyanis a DNS-hibajavitdsban szerepet jatszé
fehérjék gyakran formalnak sejtmagi fokuszokat a DNS-karositd anyagokkal
torténo kezelés hatasara. A kutatdcsoport azonban joval specifikusabb teszteket
is végez, mint pl. a ,Comet”-esszé, amely a sejtmagbdl gélelektroforézis
hatdsara kivandorlé DNS mérésével képes a DNS szaltoréseket nyomon kovetni.
Hasonloan érdekes, és nagyon kevés laboratériumban alkalmazott mddszer az
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un. ,DNS-fiber” technika, amellyel az egyedi replikacids villak haladasi sebessége
vizsgalhatd; kimutathatd, ha egy adott DNS karosodas blokkolja a villa haladasat,
és Uj replikacios origdk aktivalddasa is pontosan vizsgalhato.

A laboratériumban folyd munka harmadik agat az el6z6 két megkdzelitésbdl
szarmazé informaciok tovabbi vizsgalata, az Ujonnan azonositott fehérjék
tisztitdsa és biokémiai aktivitasuk meghatarozasa jelenti. A laboratériumban a
technikai eszkozok jelentds tarhaza all rendelkezésre, kezdve az egyszeribb,
fehérje-fehérje kdlcsonhatasokat vizsgald in vitro interakcios esszéktél a DNS
polimerazok aktivitasi vizsgalatan és a valtozatos helikaz aktivitast vizsgald
maddszereken keresztilil az in vitro ubikvitilacidés esszékig.

Ezt a haromlabu megkodzelitést alkalmazva sziilettek a csoport jelent6sebb
felfedezései, amelyek soran elsOként irt le egy-egy Uj a DNS hibatolerancidban és
karcinogenezisben szerepet jatszo résztvevot. Ezekre az aldbbiakban kiragadunk
néhany példat.

A csoport 2006-ban és 2008-ban els6ként publikalta az élesztd Rad5 fehérje két
human megfelel6jének azonositasat az SHPRH és a HLTF fehérje leirasaval. Ezek
kozll a HLTF fehérje az, amelyik azéta is sziintelen kutatasi témat biztosit.A
felfedezéshez a kiinduldépontot az adta, hogy az élesztOben azonositott DNS-
hibatolerancia Utvonalak, illetve a bennik szerepet jatszo fehérjék eukariotakban
nagymeértékben konzervaltak. A HLTF (Helicase like transcription factor) fehérje
aminosav szekvencia szinten csak kismérték(i homoldgiat mutat az éleszt6 Rad5
fehérjével. Felfedezéséhez inkabb az vezetett, hogy az élesztd Rad5 fehérjéhez
hasonldan, a HLTF is rendelkezik SWI/SNF helikdz doménnel, RING finger
doménnel és N-terminalisan talalhaté benne egy szekvenciaelem, a HIRAN
domén, raadasul ezek a motivumok egy igen sajatos elrendez6dést kdvetnek.
Irodalmi adatokbdl ismert volt, hogy a HLTF gén promotere metilalodik és
igy a fehérje nem fejezddik ki bizonyos tumorokban, ami arra utalt, hogy a
fehérjének szerepe van a rakos elfajulasok kialakulasanak gatlasaban, amely a
DNS hibajavité fehérjék altalanos jellemzéje.

A funkcionalis homoldgia bizonyitasanak egyik modja annak kimutatasa
volt, hogya HLTF fehérje képes menekiteni a Rad5 delécids élesztétdrzs UV
érzékenységét, azaz képes ellatni a Rad5 fehérje funkcidjat a sejtekben.
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Kbozvetlenebb bizonyitékként szolgalt az, hogy a HLTF fehérje kolcsdnhatasba
tud Iépni a Rad5 fehérje interakcids partnereivel, ui. bizonyitottuk, hogy a HLTF
fehérje a DNS-hibajavitas és hibatolerancia mar régota ismert szerepldivel, a
human PCNA, Rad18, Mms2 és Ubc13 fehérjékkel mikodik egy komplexben.

A funkcionalis homoldgia bizonyitdsahoz in vitro rekonstrualtuk azt a nyolc
fehérjébdl allé rendszert, melynek keretein belil a HLTF fehérje ubikvitin
ligazként miikodve, az éleszté Rad5 fehérjéhez hasonlé modon, képes volt a DNS
polimerazok processzivitasi faktoraként ismert PCNA fehérje poliubikvitilalasara.

Azt, hogy a HLTF hogyan hat a replikacios villa stabilitasara, a ,DNS-fiber”
modszerrel vizsgaltuk. A moddszer lényege, hogy az éppen aktiv replikacids
villdkat nukleotid analdgok segitségével (IdU, CdU vagy BrdU) vizualizalhatjuk.
A nukleotid analégok a szintézis soran beépillnek a DNS-be, és megfeleld
fluoreszcens ellenanyag segitségével kimutathatok. A modszer segitségével
bizonyitottuk, hogy a HLTF fehérje hianya a replikacids villa elakaddsahoz, annak
toréséhez és genomikus atrendez0désekhez vezethet (1. abra).

1. abra. A HLTF fehérje hianya a replikaciés
i | villa elakadasahoz vezethet. ,DNS-fiber”
modszer segitségével megjelélhetbek az éppen
aktiv replikacios villak nukleotid analégok
segitségével. Az IdU (joddeoxiuridin) és a BrdU
(bromdeoxiuridin) a megkettéz6dés soran
beépiil az ujonnan szintetizalddé DNS-szalba,
amely fluoreszcens ellenanyag segitségével
vizualizalhatd. Ennek a technikanak
készénhetben mutattuk ki, hogy HLTF hianyaban
és MMS (metilmetan szulfonat) DNS-karosito
agenssel térténd kezelés utan a replikacios villa
elakad, mert a replikacidos apparatus nem képes
taljutni a hibas szakaszon.

A Mutagenezis és Karcinogenezis kutatdcsoport masik jelentésebb felfedezése
2007-ben szintén az élesztdé Rad5 fehérjéhez kapcsolddott. A Rad5 fehérjében
taldlhaté SWI/SNF2 csaladra jellemz6 helikdz motivumok arra utaltak, hogy
szerepet jatszhat az elakadt replikaciés villa egy korabban csak elméleti
lehetoségként felvetett, ,csirkeldab” jellegl strukturan keresztlli mentéséhez,
igy biztositva a karosodott bazisok hibamentes, mutacidot nem okozd atirasat.
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Ahhoz, hogy ezt az aktvitast ki tudjuk mutatni, sziikség volt a replikacids villa
modellezésére és in vitro rekonstrualasara, amelyet oligonukleotidokbdl allg,
illetve egy plazmid méret(i villa Iétrehozasaval oldottunk meg.

A kisérletek nemcsak azt bizonyitottak, hogy a Rad5 fehérje képes a replikacios
villa visszaforditdsara, hanem azt is, hogy az altalanos helikadzoktdl eltéré maédon
ezt nem az egyszalli DNS-en kdzlekedve, a szalak szétvalasztasaval éri el, hanem
a kettds szall DNS-en haladva, a replikacidsvilla vezet6- és lemarado szalanak
egyidejl szétvalasztdsaval és ezzel szinkronban torténd 6sszehibridizalasaval
teszi, egyszalu koztes termék létrejotte nélkil. Ugyanezt az aktivitast késbbb, a
kutatocsoport munkafolyamatanak megfeleléen, a HLTF fehérjérdl is bizonyitottuk
(2. abra).
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2. abra. A Rad5 fehérje replikacio villa-visszafordito aktivitassal rendelkezik. Biokémiai
modszerekkel kimutathato, hogy a Rad5 fehéjre képes visszaforditani a replikacids villat, azaz
szerepet jatszik a DNS-hibatolerancia utvonalban. A DNS-kdrosodas kévetkeztében megallt
replikacio folytatasat ugy segiti el6, hogy helikaz aktivitasa révén visszaforditja a replikacios
villat, elésegiti a templatvaltas folyamatat, melynek kdszénhetéen replikativ polimeraz szamara
az ujonnan szintetizalt hibamentes DNS-szal szolgal mintaként a masolashoz.

Természetesen a fentebb vazolt megkozelitéseken kivil gyakran hasznaljuk Uj
szerepl6k azonositasara az elérhetd bioinformatikai mdodszereket is. Igy fedeztiik
fel, hogy a laboratérium altal mélyrehatébban vizsgalt DNS-hibatolerancia
utvonalban jelent6s szamban vesznek részt olyan fehérjék, melyek az ubikvitin-
kotd domének egy specidlis valtozatat, a C2HC motivummal rendelkezd
UBZ domént tartalmazzak. Ebbdl arra kovetkeztettlink, hogy a folyamat
szabalyozasaban jelentds szerepet jatszé ubikvitinnek egy olyan felszine exponalt
a DNS-hibatolerancia soran, amely azonositasara ez a domén kifejezetten
alkalmas lehet.
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Ennek felismerése utan sikerilt tovabbi C2HC-tipusu potencialis ubikvitin-
kotofehérjéket azonositanunk, amelyekrél még nem voltak publikacidk. Ezek
egyike volt a laboratériumunk altal nemrég leirt és jellemzett Spartan fehérje,
amely evollcidésan konzervalt PIP- (PCNA Interacting Protein), UBZ- (Ubiquitin
Bindig Zinc-finger) és SprT-proteaz-doménnekkel rendelkezik (3. abra).
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3. abra. A Spartan fehérje doménszerkezete. A Spartan harom funkcionalis doménnel
rendelkezik: egy SprT metalloproteaz doménnel, melynek funkcidja még ismeretlen, egy PIP
PCNA interekciés motivummal, illetve egy UBZ ubikvitinkétd cink ujj-doménnel. Ez utdobbi igen
gyakran el6fordul a DNS-hibajavitasban szerepet jatszo fehérjékben.

Kimutattuk, hogy a Spartan DNS karosodas esetén (pl. UV sugarzas) az ubikuvitilalt
PCNA-hoz kotodik (4. abra) és ezzel a genom stabilitdsanak a megdrzésében vesz
részt, feltételezhet6en a replikacids- és transzlézids polimerazok kicserélddését
szabalyozva. A polimeraz csere megvaldsulasakor a replikacié tovabb tud
folytatddni és nemalakulnak kiszaltorések, ui. atranszléziés polimerazok, amelyek
flexibilisebb aktiv centrummal rendelkeznek, képesek a DNS karosodasokkal
szemben is nukleotid beépitésre. Ilyen transzléziés enzim példaul a polimeraz
n, amely az UV-sugadrzas hatasara keletkez6 T-T dimerekkel szemben képes
a megfeleld nukleotidokat beépiteni. A folyamat fontossagat mutatja, hogy a
polimeraz n génjének mutacidja egy bdrradkra erdsen hajlamositd genetikai
betegséget, a Xeroderma pigmentosum varians formajat okozza és a Spartan-
rol nemrégiben derilt ki, hogy mutacidéja majrak kialakuldsara hajlamosit.

A Mutagenezis és Karcinogenezis Kutatécsoport az MTA SzBK legnagyobb
kutatocsoportjai kozé tartozik. Az egyetemi- és Ph.D. hallgatdk részérdl
megnyilvanuld allando érdeklédés, valamint a kompetitiv terilet folyamatosan
biztositja a megfelel6 bazist és az Uj kisérleti iranyokat a csoport miikédéséhez.
A heti rendszerességgel torténé munkamegbeszélések és otletborzék pedig
kifogyhatatlan tarhazat jelentik a tobb évtizedre elegendd Uj kisérletnek (5.
abra).
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4. abra. A Spartan fehérje lokalizacidja a sejtekben. A Spartan UV-sugarzas hatasara a
karosodas helyére, az elakadt replikacios villahoz lokalizalddik a sejtmagban sejtmagi fokuszokat
formalva. A lokalizacidjahoz nélkii-l6zhetetlen az UBZ és a PIP doménje, mellyekkel az ubikvitilalt
PCNA fehérjéhez kapcsolddik.

5. abra. A Mutagenezis és Karcinogenezis Kutatocsoport.

Szerzok:

Dome Lili, Ph.D. hallgaté, dome.lili@brc.mta.hu

Pintér Lajos, tudomanyos lgyintézs, pinter.lajos@brc.mta.hu

Zsigmond Eszter, Ph.D. hallgatd, zsigmond.eszter@brc.mta.hu
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'WISKOTT-ALDRICH SZINDROMA FEHERJE HOMOLOG 2
DOMEN: A KIRAKOS SOKOLDALU ELEME

Bugyi Beata
Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,

Biofizikai Intézet, Aktin Dinamika Kutatocsoport

Osszefoglalas

A WH2 (Wiskott-Aldrich szindroma fehérje (WASP; Wiskott-Aldrich syndrome
protein) homoldg 2) domén fehérjecsalad az aktin sejtvaz szabalyozasaban tolt
be valtozatos szerepet. A csalad egy érdekes csoportjat alkotjak a tandem-WH2
domén fehérjék, amelyek multifunkcionalis sajatsagokkal birnak. Az elmult évek
atfogo vizsgalatai a WH2 domén - aktin kdélcsonhatas funkcionalis és szerkezeti
vonatkozasainak szamos (j elemét tartak fel. Az eredmények két izgalmas
iranyvonalat is nyitottak a WH2 domének aktivitasait meghatarozé bioldgiai
modulok kapcsan.

A WH2 domén fehérjecsalad

Az aktin sejtvaz biolégiai mikodésében tetten érhetd funkcionalis poli-
morfizmusnak egyik fontos eleme az aktin-asszocialt fehérjék aktivitasainak
sokszinliségében rejlik. Az aktin sejtvaz szabdlyozasaban kilonleges helyet
foglalnak el a WH2 domén fehérjék. A WH2 domént els6ként a WASP/Scar
(suppressor of cCAMP receptor protein)/WAVE (WASP-family verprolin homologous
protein) fehérjékben azonositottak. A fehérjecsalad azéta szamos taggal boviilt,
amelyek kilonboz6 bioldgiai folyamatokban toltenek be alapvetd szerepet [1,
2]. A SMART (Simple Modular Architecture Research Tool) adatbazis tobb mint
800 WH2 domén fehérjét tartalmaz, amelyeknek kozel fele emlésokben fordul
elé (1.A abra).

A WH2 domén egyike a legrovidebb aktin-kot6é régidknak, minddssze 20 - 50
aminosav alkotja, amelynek dsszetétele jellemzden igen valtozatos a fehérjecsalad
egyes tagjaiban. A domén kozponti konszenzus LKKT/V aminosavait egy
konzervalt N-terminalis (10 - 20 aminosav), egy linker régié (FxxxK), valamint
egy variabilis dsszetétell és hosszusagu C-terminadlis szakasz (5 - 25 aminosav)
fogja kozre (1.B abra).

A fehérjecsalad tagjaiban a WH2 domének el6fordulhatnak izoldltan vagy akar
tandem modon (2 - 4 domén) mas szerkezeti elemekkel modulokba rendezddve
[1]. A WH2 domén fehérjék prototipusanak tekintett thymosinp4 (Tp4) fehérjét
példaul egyetlen WH2 domén alkotja. Hasonldéan egy domént talalunk tobb, az
Arp2/3 komplex aktivacios kaszkadjaban résztvevo fehérjében (WASP, WAVE2,
WASH, RickA, ActA) és az izom specifikus Leiomodinban (Lmod). A tandem-WH2
fehérjék kozé tartozik a Drosophila melanogaster sarcomere length short (SALS,
2') és a Ciboulot (3), valamint a Cordon Bleu (3), a Spire (4) és a bakterialis
Vibrio cholerae/parahaemolyticus VopF/VopL (3) [1, 3].

" A zardjelben megadott szamok a WH2 domének szamat jelentik.
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A B N-termindlis pyuxx C-termindlis
amfipatikus -
ahélix LKKT/V

—— 89 hs ThymosinB4 (1) SDKPDMAE JEK-~FDKSKLRKTETQERNPLPSKETIEQEKQAGES (43)
u Animalis | S 7.3 dm CiboulotWl (14) PRVAENIKSQLEG- - FNODKLKNASTQEKITLPTAEDVAAEK - ———— (51)
o Athropoda =95 hs WASP (430) GRGALLDQIRQG-—I ——QLNKTPGAPESSALQP———————————— (458)
s Fhrditn e hs WIP (29) LNKTEQAGRNALLSDISKG---K-KLKKTVTNDRSAPILDKPKGAGAG (69)
Mammalia | (O 11
o Cnidaria J 2 LELCMCDIN
‘ ds hs Imodl (574) SRDQLIAATRS SNL—K-QLERVEE - ————VP——~KLLQ———————— (600)
oEchifiadarmata 5 hs Imod2 (521) AHENLMEATRGSS I -K-QLKRVE ——————VP--EALR———————— (547)
©MNematoga Js hs Imod3 (535) PRDQLINDIRHSSV—A~YLKPV) - LP——KELA———— (560)
© Placozoa
o Platyhelminthes ‘B SALS
o Porifera L dm SALSW1 (399) DWSEMMKEVES G- ——K—KLRHVACNDRS—QPTLTCK————————— (429)
u Fungi 8 dm SALSW2 (447) SHNKLIKQIQGG-——I-KLKPTKTNDRS—KPVLDGL-———————— (477)

Bacteria
hidroféb

dublett/triplett

1. abra. (A) A WH2 domén fehérjék taxonomiai eloszlasa (SMART adatbazis azonosito:

SM00246). (B) Kiilonb6zo fehérjék WH2 doménjeinek aminosav 6sszetétele. hs: homo
sapiens, dm: Drosophila melanogaster. Szekvencia azonositok: thymosinB4 (NP_066932.1),
Ciboulot (NP_525065.1), WASP (NP_000368.1), WIP (043312) Lmod1 (NP_036266), Lmod2
(NP_997046.1), Lmod3 (NP_938012), SALS (NP_001163588.1).

A WH2 domének az aktin dinamikajanak szabalyozasaban

Az elmult évek atfogd biokémiai és biofizikai vizsgalatai felderitették, hogy az
egyes WH2 domének az aktin dinamikajat kialénb6z6 aktivitasok révén képesek
befolyasolni. Ezek 6sszetettségét fokozza, hogy a tandem-WH2 fehérjék, mivel
mind az aktin monomerekkel (G-aktin), mind pedig a filamentumokkal (F-aktin)
is képesek kolcson hatni, ezen aktivitasok kombinaciéjaval rendelkeznek, igy
az aktin dinamikajara komplex hatast gyakorolnak (2. dbra). Ennek hattérében
allé funkcionalis és szerkezeti elemek felderitése kihivast jelentd, ugyanakkor
rendkivill inspiralé feladat az aktin kutatas biokémiai és biofizikai m(ihelyei
szamara.

A WH2 domének rendelkezhetnek szekvesztrald, profilin-szerli, nukleacids,
fragmentacios/szevering és/vagy sapkafehérje-szer( aktivitdsokkal. A monomer
kotés révén gatolhatjdk azok filamentumba szervezOdését (szekvesztracid),
vagy éppen ellenkezbleg; hozzajarulhatnak a monomereknek a filamentum
szbges végén vald iranyitott beépilléséhez (profilin-szer( aktivitds), valamint
katalizalhatjdk a nukleacid fazisat (nukleaciés aktivitdas). A filamentum-
oldalkotés révén elbsegitik azok szétszerelddését (fragmentacid/szevering). Mig
a filamentum-végkotés funkciondlis kimenetele a monomerek asszociaciéjanak
és disszociacidjanak egyittes gatlasa (sapkafehérje-szerid funkcio).

Osszetettsége miatt a WH2 domén : aktin kélcsdénhatds funkciondlis és szerkezeti
elemeinek felderitése sokrétl kisérleti stratégiat kivan. Funkcionalis szempontbdl
az egyik nehézséget az okozza, hogy az aktin in vitro dinamikajanak mind kinetikai,
mind pedig steady-state vizsgalati eszkdztara a fenti aktivitdsokra hasonldéan
érzékeny lehet (3. abra) [4]. A nukleacid és a fragmentacié esetén a szabad
filamentum végek szamanak novekedése miatt a monomerek filamentumba
épllésének kinetikdja gyorsabb. Mig a szekvesztracio és a vég-kotés, bar
eltér6 mechanizmusok miatt (a szabad monomerek, illetve a filamentum végek
koncentraciéjanak csokkentése révén) a monomer - filamentum atalakulas
sebességét lassitja. Az aktivitasok kombinacidja esetén a fenti kép még
0sszetettebb, azok azonositasa atfogd mennyiségi elemzés révén lehetséges.
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MONOMER KOTES

profilin-szerd funkcid ﬁ *
nukleacio
— L |« A
szekvesztracid ‘ -L
[Gol. [F] L , . ..
2. abra. WH2, egy multifunkcionalis modul
nukledcio az aktin dinamika szabalyozasaban. A WH?2
“;ssz ,,2 domének aktivitdsait 0Osszefoglaldé sematikus
. abra. v, és v_ jeloli az aktin filamentumok
nukleacios intermedierek ~ + . S P .,
<PONTAN (dimer, trimer) Ossze-, illetve szétszerelbdésenek sebességet,
AKTIN k, az aktin monomerek filamentumba épiilését
R oo 0 a jellemz6 asszociaciés sebességi allando, k az
S———— BB aktin monomerek filamentumrdél valé levaldsat
s b sl e jellemzo qisszociacios sel?essegi.a/lando, [ GOJ és
v_ = k_[F] v, = ky[Gol[F] [F] az aktin monomerek, illetve filamentum végek
koncentraciojat jeloli.
FILAMENTUM KOTES
végkdtés: w I
sapkazas
[F1L
oldalkotés: m *
szevering/fragmentacio

o

filamentum QRRRRAEEEY

monomer @ WH2 domén o

A WH2 domén :
soksziniisége

A WH2 domén egyik figyelemreméltd sajatsaga, hogy oldatban, a kétépartner
hidnyaban nem mutat masodlagos szerkezeti elemeket, azaz rendezetlen
fehérjerégid (IDR; intrinsically disordered region), azonban az aktinhoz valé
kotddése bizonyos régidk feltekeredését idézi el6 [5].

aktin kolcsonhatas szerkezeti és funkcionalis

WH2 : aktin monomer kélcsénhatas

Az izolalt egyedi WH2 domének az aktin monomerekkel 1 : 1 sztdéchiometridju
komplexet képeznek, a koélcsénhatas tipikusan nM - uM-os disszociacios
egyensulyi allandéval jellemezhetd. Atfogd NMR, SAXS (small-angle X-ray
scattering) és rontgenkrisztallografian alapuld vizsgalatok a WH2 : G-aktin
kdlcsdnhatas szamos szerkezeti aspektusat deritették fel (4. abra, bal panel) [6,
7]. A WH2 domén N-terminalis szakasza az aktin monomerekhez valdé kétodés
révén a-helikdlis szerkezetet vesz, amely mindig amfipatikus természetdi. A
komplex stabilitdsanak egyik zaloga az amfipatikus a-hélix hidroféb aminosavai
és az aktin monomer 1-es (S1) és 3-as (S3) szubdoménjei (szoges vagy (+)
vég) kozotti hidroféb zsebbel kialakitott kapcsolat. (Az aktin molekula S1 és
S3 szubdoménjei altal alkotott hidroféb zseb kdzponti kétdhely szamos mas
partnerfehérje szamara is [8, 9].) A WH2 N-terminalisanak konzervalt valin,
izoleucin, leucin és/vagy metionin alkotta hidrofdb dublettje/tripletje ebben
meghatarozé szerepet jatszik (1.B abra).
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F’aktl_n ) KINETIKA STEADY-STATE
mennylsége
~ spontan aktin dinamika
nukleacid _ H,(;,‘,T',“? : i e s
szevering ,”” - + veg f| SRR S S S b
F g L. profilin-szerl funkcid
/. /// Ca ‘
j c
/ spontan // hegyes szoges vég kotés
+ dinamika / - vég
' 4
d /
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i // o
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3. abra. A WH2 domének aktivitasainak hatasa a monomer : filamentum egyenstuly
kinetikai és steady-state aspektusaira. Piros vonal jeloli az aktin filamentumok spontan
Osszeszerel6désének kinetikajat. Sziirke szaggatott vonalak jelblik az egyes aktivitasokra jellemzd
kinetikakat a feliratok szerint. C. (széges, + vég) és C. (hegyes, - vég) az aktin filamentum

. s .

aktin komplex koncentracidjat jeldli, [S,] a szekvesztrald fehérje teljes koncentracidja és K a
komplex disszociacios egyensulyi allanddja.

G-aktin F-aktin

F-aktin szoges (+

AT

G-aktin hegyes (-

vég

vég F-aktin hegyes (-) vég

C-terminalis

LERT/V

FxxxK

N-terminalis

G-aktin szdges (+) vég F-aktin szdges (+) vég
F-aktin hegyes (-) vég

4. abra. (Bal panel) A WH2 domén : aktin monomer komplex szerkezete (PDB kod:
1SQK). Az aktin monomert sziirke, a WH2 domén N-terminalis szakaszat piros szin jel6li. A
szaggatott z6ld és piros vonalak a C-termindlis flexibilis, illetve korlatozott szerkezeti dinamikajat
reprezentaljak. Az aktin monomer szubdoménjeit S jeloli. A nukleotid-kété zsebet N jeldli. (Jobb
panel) a tandem-WH2 domén : F-aktin komplex szerkezeti modellje. Szaggatott piros rész
jeléli a Holmes-féle F-aktin szerkezettel valo 6sszeférhetetlenségeket.

A WH2 domének helikalis N-termindlisa és a G-aktin szbges vége kozotti
kolcsbnhatds térben megakadalyozza az aktin alegységek kozotti longitudinalis
kapcsolatok kialakitasat, emiatt a WH2 : G-aktin komplex asszociacidja a
filamentumok hegyes végén gatolt (4. abra, bal panel). A masik fontos eleme
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a kdlcsbnhatasnak az LKKT/V szakasz, amely az aktin monomer nukleotid-kdto
zsebének iranyaba nyulik. A domén C-terminalisa, amelynek rendezetlensége
altaldban megmarad a komplexben is, az aktin monomer 2-es (S2) és 4-es
(S4) szubdoménjével (hegyes vagy (-) vég) alakit ki kdlcsénhatast. A szegmens
szekvenciajaban és hosszaban megfigyelhetd variabilitas miatt a G-aktinnal
kialakitott kdlcsonhatasat konformacids flexibilitas jellemzi. A C-terminalis régid
részleges feltekeredését eddig egyetlen esetben figyelték meg. A T4 : G-aktin
atomi felbontasu szerkezetében a C-terminalis a-hélix szerkezetet mutat, amely
a monomer hegyes végén nyulik végig [7]. Ez a szerkezeti elem (hasonldan az
N-terminalis hélixhez) ugyancsak gatolja a longitudinalis aktin-aktin kapcsolatok
kialakitasat. Igy a Tp4 : G-aktin komplex asszociacidja a filamentum mindkét
végén gatolt, ami szevering aktivitassal ruhazza fel a fehérjét [10].

A kozelmultban a pontmutaciét hordozo, illetve kiméra WH2 domének aktinnal
alkotott komplexeinek vizsgalatai felderitették, hogy a fentiekben bemutatott
globalis elvek mellett tobb lokalis szerkezeti klilonbség is megfigyelheto [6].
Ezek foként az LKKT/V szakaszt dvez6 régidkra korlatozodnak. Az N-terminalis
iranyban taldlhatd FxxxK linker kdézponti aminosava (lizin), illetve a C-terminalis
talalhatd glutaminsavjaival séhidat alakitanak ki, ami a C-terminalis dinamikajat
korlatozza. Ezen aminosavak mutacidi (K—=Q, illetve R—=N/E) révén a komplex
stabilitasat tekintve kedvezo6tlenebb elektrosztatikus kélcsénhatasok alakulnak ki,
ami a C-terminalis rész konformacids flexibilitdsat noveli [6, 11]. Ezen szerkezeti
elemekben megfigyelhetd lokalis valtozatossag funkcionalis szempontbdl is
jelent6séggel birhat; a szekvesztralo és profilin-szer( aktivitdsok finomhangolasa
kozotti kapcsolét jelentheti.

A tandem-WH?2 fehérjék tdébb aktin monomerrel a domének szamatol fliggd
sztdchiometridgju komplexet alkotnak [10]. Bizonyos fehérjék szekvesztralod
aktivitdst mutatnak, ugyanakkor nukleaciés aktivitassal is rendelkezhetnek
(példaul Cordon Bleu, Spire, VopF/VopL) [12-14]. Bar a nukleacids aktivitasuk in
vitro kevésbé hatékony, mint a klasszikus nukleacids faktorokhoz tartozé Arp2/3
komplex és formin fehérjecsalad tagjaié [3]. Az aktin dinamikaja szempontjabdl
két teljesen ellentétes aktivitas megléte kilondsen izgalmas.

Forster rezonancia energia transzfer méréseken alapulé fluoreszcencia
spektroszkopiai vizsgalataink arra utalnak, hogy a tandem-WH2 fehérjék altal
kotott oligomerben az aktin molekulak orientacioja eltér az F-aktinra jellemz6
konforméaciétol. Osszhangban ezzel, a Spire 4 WH2 doménje és a Cordon Bleu
2 WH2 doménje altal kotott aktin tetramer, illetve dimer atomi felbontasu

7 s

16].

Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a tandem-WH2 fehérjék altal kotott
aktin oligomerek a filamentum képzddés szempontjabdl inaktiv nukleacios
intermediereknek tekinthetdek, ami a szekvesztrald aktivitdsuk szerkezeti
alapjait jelentheti.
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A nukleacios aktivitas hatterében allé molekularis mechanizmusok szerkezeti
részletei ismertek taldn a legkevésbé. A polimerizacié szempontjabdl aktiv
nukleacidés intermedier a tandem-WH2 : aktin szekvesztraciés komplex
atrendez6dését feltételezi. Mi idézheti el6 ezt a strukturalis valtozast? Ismeretes,
hogy bizonyos WH2 domén fehérjék (pl. Tp4, Ciboulot, Spire) az affinitasbeli
kdlonbségek miatt preferenciadlisan az ATP-G-aktinhoz kotédnek az ADP-G-
aktinnal szemben. Ezt alapul véve vonzd elképzelés, hogy az oligomereket
alkoto aktin protomerek fokozott enzimatikus aktivitasa miatt a viszonylag gyors
ATP hidrolizis és foszfat csoport levalasa a tandem-WH2 domének teljes vagy
részleges disszociaciojat idézheti el6 [15]. Igy az aktin ATPaz aktivitdsa kapcsolét
jelenthet a szekvesztrald és nukleacios aktivitas kdzott. Fontos megjegyezni, hogy
a Spire, a Cordon Bleu és a VopF/VopL biokémiai aktivitasaiban és felépitésében
megfigyelhetd eltérések miatt ez nem tekinthetd altalanos mechanizmusnak.
A Spire nem befolyasolja jelent6sen az aktin ATPaz aktivitasat, ami az ,ATPaz-
kapcsold” mechanizmussal dsszeegyeztethet6 [12]. Ugyanakkor a Cordon Bleu
lassitja az enzimatikus ciklust [13]. Mindemellett a Cordon Bleu 3 WH2 doménje
dnmagaban szekvesztrald aktivitast mutat, a hatékony nukleacids aktivitashoz a
doménektdl N-terminalis iranyban talalhato lizin gazdag régié is nélkilozhetetlen
[13]. Hasonlbéan, a VopF/VopL WH2 doménjei az azoktdl C-terminalis iranyban
talalhatd dimerizaciés domén hidnyaban csupan szekvesztrald aktivitast
mutatnak [14]. Ezek a megfigyelések a WH2 domént 6vez6 modulok szerkezeti
és funkcionalis jelent6ségére hivjak fel a figyelmet (/asd Perspektivak).

WH?2 : F-aktin kélcsénhatas

In vitro vizsgalatok szerint a WH2 domének az aktin filamentumokkal is
képesek kolcsonhatast kialakitani, ennek szerkezeti aspektusairdl azonban
lényegesen kevesebbet tudunk, mint a monomerrel valdé kolcsénhatasukrol.
Az eddigi vizsgalatok szerint bizonyosnak tilinik, hogy jelentOs affinitasu kotés
kialakitasahoz egy WH2 domén mellett egy masik aktin kétd régio is szilkséges.
Ezek lehetnek tovabbi tandem maddon elhelyezked6 WH2 domén(ek) (példaul
a Spire és a SALS esetén) vagy mas természet(i aktin kdétd modulok (példaul a
Leiomodin esetén). A domén WH2 : G-aktin komplexbdl ismert szerkezetének
a Holmes F-aktin modellre valé dokkoldsaval két f6 ponton tartunk fel
osszeférhetetlenséget [10]. A filamentumban a szdges vég hidroféb zsebe a
szomszédos aktin protomer hegyes végével a filamentum szerkezetét stabilizalo
kdlcsonhatasok kialakitdsaban vesz részt. Ezek a longitudindlis kapcsolatok a
WH2 N-terminalis a-hélixének kétdhelyét részben elfedik. Masrészt, a tandem-
WH2 domének C-terminalisa jellemz6en ugyan kitekeredett, azonban rovid
aminosav lanc. Ennek rovidsége miatt a fehérjelanc egyszerilen fizikailag nem
elég hosszu ahhoz, hogy két szomszédos aktin protomert atfogjon.

A fenti megallapitasainkat kiilonb6z6 hosszusagu C-terminalis régiot tartalmazé
WH2 domének aktinnal alkotott komplexeinek késdbbi rontgenkrisztallografias
és SAXS vizsgalatai megerdsitették [15, 16].
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A fentiinkompatibilitdsok csak az F-aktin helikalis szerkezetének jelent6s mérték(
torzitasaval oldhatéak fel. Ezek alapjan a tandem-WH2 domének oldalkotése
a longitudinalis kapcsolatok gyengilését, az F-aktin helikalis szerkezetének
megbomlasat eredményezheti, ami a filamentum destabilizacidjahoz és
szétszerel6déséhez vezet (szevering/fragmentacio).

WH2 domének modularis fehérjékben és bioldgiai kontextusban

A WH2 domén fehérjékkel kapcsolatos megfigyelések két fontos, egymashoz
kapcsolédd kérdéskorre is felhivtak a figyelmet. Hogyan jelenik meg a
tandem-WH2 domének funkcionalis sokszinlsége a bioldgiai mikddésikben?
Hogyan jarulnak hozza a WH2 doméneket 6vez0 modulok azok funkcionalis
sokszinliségéhez?

A kutatasok egyik fontos problémaja annak felderitése, hogy bioldgiai
kontextusban is tetten érhetd-e a tandem-WH2 domén fehérjék multifunkcionalis
jellege, illetve hogy a WH2 domének in vitro aktivitasai kozil melyek relevansak
az in vivo kérnyezetben. Ehhez a kérdéshez kapcsolddd érdekes példa a Spire
fehérje. Drosophila és egér modellben végzett in vivo vizsgalatok szerint a fehérje
alapvet0 szerepet jatszik a petesejt aktin haldzatanak dinamikai szabalyozasaban
[17]. A Spire hidnya az aktin halozat id6 el6tti lebomldsa révén a citoplazma
dinamikus aramlasat idézi el6, ami a petesejt polaritdsanak defektusahoz
vezet. Ugyanez a fenotipus figyelhetd meg a profilin és a formin fehérjék
hianyaban is [17-19]. In vitro vizsgalataink szerint a Spire 4 WH2 doménje,
nukleacids aktivitasa mellett, a profilin-aktin komplex filamentumba épulését
A formin fehérjecsaladrol ismert, hogy befolydsolva az asszociacids sebességi
allanddkat hatékonyabban épiti a filamentumba a profilin-aktin komplexet, mint
a szabad aktin monomereket [20]. Annak érdekében, hogy felderitsik azt,
hogy az egyedi fehérjék ismert biokémiai aktivitasai kdzll melyek dominalnak,
illetve azok kombinacidéja milyen funkcionalis kimenetelt eredményez egylttes
jelenlétikben biomimetikus vizsgalatokat végeztink. A moaddszertan lényege
abban all, hogy a rekombinans fehérjék aktivitasait a bioldgiai folyamatot
rekonstruald, sejtmentes, jol szabalyozott biokémiai kdrnyezetben, az 6sszes
vizsgalt fehérje egylttes jelenlétében tanulmanyozzuk. Eredményeink szerint
a Spire-kotott filamentum végek preferencidja a szabad aktin monomerek felé
fokozza a profilin-aktin formin altal katalizalt filamentumba épdlését [12, 21].
Igy a harom fehérje szinergikus kolcsdnhatasa egy dinamikus aktin halézatot
tart fent, ami egy lehetséges magyarazata lehet a Spire, formin és profilin in vivo
felderitett szerepének a peteseijt aktin haldzatanak dinamikai szabalyozasaban. A
megfigyelés alapjan felallitott hipotézisiink szerint a Spire bioldgiai szempontbdl
relevans funkcidja nem a nukleaciora, hanem a filamentum végek dinamikajara
kifejtett hatasa.

A WH2 domének gyakran modularis fehérjék elemei, az 6ket dvez6 modulok
befolydsolhatjak vagy akar megvaltoztathatjak a WH2 domének funkcionalitasat.
Klasszikus példaként emlithetd talan az Arp2/3 komplex aktivatora, a WAVE2
komplex, amelynek egyetlen WH2 régidja in vitro mérsékelt szekvesztrald
aktivitassal rendelkezik. Azonban a WAVE a WH2 C-terminalisanak kozelségében
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talalhatd CA (connector, acidic) régidi révén képes az Arp2/3 komplexhez kétddni,
igy a WH2 altal kotoétt aktin monomer az Arp2/3 komplex actin-related 2 és 3
alegységével egy trimert formalva jarul hozza az Arp2/3 nukleacios aktivitasahoz
[3, 22]. A Cordon-bleu 3 WH2 doménje szekvesztracid révén gatolja az aktin
filamentumok &sszeszerel6dését €s nem befolyasolja azok szétszerelbdeset in
vitro. Erdekes mddon a WH2 doménektdl N-terminalis irdnyban talalhatd lizin-
gazdag régio jelenléte a WH2 doméneket nukleacidos és szevering aktivitassal
ruhazza fel [13]. Hasonldan a Leiomodin nukleacids aktivitasahoz, az egyedili
WH2 doménje nem elégséges, az aktivitas kialakitdsaban fontos szerepet
jatszik a WH2 domén és a t6le N-terminalis iranyba talalhato tovabbi aktin-kotd
helyek kozotti szinergia [23]. A Drosophila specifikus SALS in vivo vizsgalatai
arra engednek kdvetkeztetni, hogy a fehérjének a vazizom szarkomerikus aktin
flamentumainak megfeleld rendezettségének és hosszanak kialakitasaban
van szerepe [24]. Jelenleg folyd vizsgalatink szerint azonban a SALS WH2
doménjeinek aktivitasai nem rekonstrualjak a teljes hosszusagu fehérje bioldgiai
funkcidjat, ami a fent emlitett példakhoz hasonldéan arra utal, hogy tovabbi
modulok is meghatarozo szerepet jatszhatnak a WH2 domének aktivitasainak
szabalyozasaban.

Erdekes modon, a WH2 domének kozvetlen kdrnyezetében talalhaté gyakori
modul egy prolin-gazdag régié, amely a WH2 doméntdél N-terminalis irdnyban
helyezkedik el. Ismeretes, hogy a prolin-gazdag régid mas aktin-asszocialt
fehérjékben (pl. forminok) az aktin monomer-kétd profilin fehérjével alakit ki
kolcsonhatast [20]. Az eddigi vizsgalatok szerint a profilin nem befolyasolja
sem a Leiomodin, sem a SALS WH2 doménjeinek az aktin dinamikara kifejtett
hatasat. Elképzelhetd, hogy flexibilis elemként szerkezeti jelentéséggel bir a WH2
domének funkcionalitasanak kialakitasaban. Ennek tisztdzasa azonban tovabbi
vizsgalatokat igényel.

Perspektivak

A klasszikus WH2 domén fehérjék mellett az Ujonnan azonositott tandem-WH2
fehérjék egy sokszinl elemmel gazdagitjak az aktin sejtvaz szabalyozd fehérjéinek
repertoarjat. Az elmult 10 év atfogd vizsgalatai a WH2 domén fehérjecsalad
fizikai-kémiai sajatsagainak szamos aspektusat azonositottak, amely révén a
funkcionalis sokszin(iséglk hatterében all6 molekularis kép Ujabb arnyalatokkal
gazdagodott. A WH2 domén multifunkcionalis adaptalédasanak alapjaul szolgalo
szerkezeti és funkcionalis iranyelvek tovabbi részleteinek feltdrasa a jovobeli
kutatasok fontos iranyvonalait jelenthetik. Ezek kdzé tartozik a tandem-WH2
domének aktin oligomerekkel/filamentumokkal alkotott komplexeinek részletes
szerkezei, valamint bioldgiai relevancidjanak a vizsgalata. Izgalmas kérdéskort
jelent, hogy a WH2 domént dvez6 modulok milyen molekularis mechanizmusok
révén hangoljak azok aktivitasat. Szinte feltaratlan téma, hogy az aktin sejtvaz
szabalyozé fehérjéi akar az aktinnal, akar a WH2 domén fehérjék mas régidival
kdlcsonhatva hogyan vesznek részt azok aktivitdsanak szabalyozasaban. Ezen
kérdéskorok vizsgalata minden bizonnyal hozzajarul a WH2 domén fehérjecsalad
szerkezeti és funkcionalis sokoldalisaganak pontosabb megismeréséhez.
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FOTOINDUKALT ELEKTRON TRANSZFER
FLAVOPROTEINEKBEN

Lukacs Andras
Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Biofizikai Intézet

Osszefoglalas

A flavoproteinek tulnyomé tobbségében megfigyelhetd a fotoindukalt elektron
transzfer jelensége, amelynek soran az UV/kék fénnyel gerjesztett flavin egy
elektront von el a kérnyezetétdl, aminek kovetkeztében a flavin fluoreszcenciaja
megszlnik. Annak ellenére, hogy ez a jelenség a legtdbb flavoprotein esetében
megfigyelhetd, csak kivételes esetekben sziikséges a fehérje funkcidéjahoz. Ezek
kozé a kivételes esetek kozé tartozik tobb fotoaktiv flavoprotein, amelyek a
természetben fotoreceptorként mikddnek. Ebben a munkdban a fotoaktiv
flavoproteinekben lejatszddd elektron transzfer folyamatokat vizsgaltam két
fehérjecsalad esetében.

Fotoindukalt elektron transzfer

A fotoindukalt elektron transzfer jél ismert folyamat a fotokémiaban, amelynek
soran, ha egy molekulat fénnyel gerjesztiink, az a kérnyezetébdl egy elektront
von el. Ez a folyamat gyakori oka a fluoreszcencia megsz(inésének vagy mas
néven kioltasanak, sok esetben ugyanis a gerjesztett dllapotban levé fluorofor egy
elektront von el a kérnyezetébdl, aminek kovetkeztében megsziinik a gerjesztett
allapot, vagyis a fluoreszcencia gyorsabban eltl(inik. Ez a folyamat kovetkezik
be szamos flavoprotein esetében, a flavinokra ugyanis altaldban igaz, hogyha
gerjesztett allapotba kerililnek, akkor elektronra van ,sziikségik”. A folyamat
azonban nem csak fehérjékben, hanem még oldatban is megfigyelhetd: a flavin-
adenin-dinukleotid (FAD) esetében a gerjesztést kdovetden a ribitil ldnc végén
talalhaté adenin gydrirol egy elektron ,ugrik” az izoalloxazin gylrire. Ez az oka
annak, hogy az FAD esetében két fluoreszcencia élettartam figyelhetd meg, egy
hosszu 3 ns kordli, illetve egy nagyon révid 9 ps korli. A hosszabb élettartam az

« 7 s

esetben az adenin kdzel helyezkedik el az izoalloxazin gy(irdhoz)[1].

A flavoproteinekben lejatszddé elektron transzferrdl az 1999-es év kémiai Nobel-
dij nyertese, Ahmed Zewail szamolt be eldszor, aki glikéz oxidazban figyelte
meg a jelenséget [2]. Zewail a Nobel-dijat a kémiai reakcidok femtoszekundumos
spektroszkopiaval valé tanulmanyozasaért kapta, igy nem csoda, hogy neki
sikertlt megfigyelnie a fotoindukalt elektron transzfer dinamikajat fehérjékben.
Fehérjékben ugyanis ez a jelenség nagyon gyorsan, mondhatni ultra gyorsan
megy végbe. Ez az oka annak, hogy a glikoz oxidazt sokszor Ugy emlitik, mint
egy olyan flavoprotein, amelyik nem képes fluoreszcencidra. Zewail és Zhong
mérései szerint azonban van fluoreszcencia, de csak tranziens maddon jon létre,
nagyon roévid ideig.
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1. abra. A gliikoz oxidaz szerkezete. Az FAD
koril (narancs) a potencialis elektron donorok

vannak kiemelve. (pdb: 1CF3)
Y
S

Zewail koOvetkeztetése szerint a glikéz oxidazban (lasd 1. abra) valamelyik
kozeli triptofan az elektron donor, a roévid tavolsdag az oka a hatékony elektron
transzfernek és egyben a fluoreszcencia gyors kioltdsanak is. Nemcsak triptofan
lehet azonban elektron donor, hanem példaul a tirozin is. A flavodoxin esetében
egy - ezuttal - az FMN-hez kozel elhelyezkedd tirozin az elektron donor. A
flavodoxinban raadasul a fotoindukalt elektron transzfer folyamata kevesebb
mint 200 fs alatt valdsul meg [3, 4], szemben a glikoz oxidazban megfigyelt 30
ps-mal [2, 4].

Erdekes fejlemény, hogy flavoproteinek esetében mikddik a forditott logika
is: ha sikeril ,megszabaditani” a flavin koérnyezetét a potencidlis elektron
donoroktdl (els6sorban triptofantdl és tirozintdl), akkor lehet noévelni a
fluoreszcencia hatékonysagat. Egy amerikai kutatdcsoport a bakterialis MurB
enzim modositdsaval egy flavin alapu (vagyis nem GFP-szer() fluoreszcens
fehérjét hozott létre, amelyet LucY-nak (Lucigen Yellow) neveztek el [5].

Fotoindukalt elektron transzfer szerepe a fehérje funkciéojaban

Ami a fotoindukadlt elektron transzfer jelenségét még izgalmasabba teszi az
az, hogy bar a glikdz oxidaz vagy a flavodoxin esetében ez nem funkcionalis,
szamos olyan flavoprotein van, amelyek esetében az elektron transzfer
kulcsszerepet jatszik a funkcidoban. Ilyen fehérjék pl. a novények és rovarok
cirkadian ritmusanak szabalyozasaban vagy a vandormadarak tajékozédasaban
kulcsszerepet jatszo kriptokromok, vagy ugyanebbe a fehérjecsaladba tartozo
fotolidzok, amelyek a DNS javitast végzik baktériumokban. Mindkét fehérje
esetében egy tobb |épéses elektron transzfer kaszkadra kerll sor, amelyben
harom kozeli triptofan vesz részt. Az kilon érdekesség, hogy ez a triptofan
motivum joél konzervalt a kriptokrém/fotolidz csaldadban és kiemelt szerepet
jatszik a fehérjék m(ikodésében. Barmelyik triptofan kicserélése megsziinteti az
elektron transzfert, egyben a fehérje funkcidjat is.
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2. abra. A fotoliazban lejatszodo elektron transzfer kaszkad. (pdb: 1DNP)[6]

A kriptokrdmok esetében nagy altaldnossagban elmondhatd, hogy a flavin
kezdetben oxidalt allapotban van. A gerjesztést kovetden a legkdzelebb esd
triptofanrél egy elektron ,ugrik” az izoalloxazin gy(r(ire, amelynek kévetkeztében
a flavin redukalodik (FAD*-), a triptofan pedig oxidalddik (Trp**). (A flavin redox
allapotai, de ehhez hasonldéan a triptofan gyokok is, jol megkllénboztethetd
abszorpcidos spektrummal rendelkeznek, amely segit a folyamatok
karakterizalasban). A kriptokromok esetében az elsddleges elektron transzfer
|épés nagyon gyors, néhany szaz femtoszekundum alatt valésul meg [7]. A
fotolidzok esetében a DNS-javitas a flavin teljesen redukalt (FADH") allapotaban
valdésul meg: a gerjesztést kovetéen egy elektron ugrik a ciklobutan pirimidin
dimerre, aminek kdvetkeztében ez a kotés felhasad, ezaltal valésul meg a DNS
szal javitasa. A fotolidzok esetében érdekes részlet, hogy a tisztitast kovetben a
flavin félig redukalt allapotban (FADH*) van, a DNS szal javitdsara viszont csak
abban az esetben kertl sor, ha teljesen redukalddik. Ez szintén fotoindukalt
elektron transzfer segitségével valdsul meg: a gerjesztést kdvetben a flavin egy
elektront von el a legkdzelebbi triptofanrdél, aminek koévetkeztében redukalodik.
A toltéshiany 30 ps alatt ,,végigfut” a triptofanokon, majd 200 ns-mal késdbb sor
kerll a deprotonaldédasra [8, 9].

Elektron transzfer BLUF-domén fehérjékben

A fotoaktiv flavoproteinek kilénleges csaladjat alkotjdk a BLUF (Blue light
sensing using FAD) fehérjék, amelyek esetében a fényabszorpciot kdvetden
a fehérjében strukturalis atrendezddés valdésul meg szoros 6sszefliggésben a
fehérje funkcidjaval. A legismertebb és legtobbet vizsgalt BLUF domén fehérje a
Rhodobacter sphaeroides-ben talalhatd AppA, amely a transzkripcids regulacidoban
vesz részt [10].
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3. abra. A flavin kériili hidrogénkotés-halozat atrendezodése a megvilagitast kévetden
(sematikus modell)[11].

Sotétben az AppA hozzakotédik a PpsR nevl transzkripcids antirepresszorhoz,
intenziv kék szin(i fény hatdsara viszont az AppA-PpsR2 komplex disszocialddik,
lehet6vé téve a PpsR DNS-hez kotOdését és megakadalyozva a fotoszintetikus
rendszer fehérjéinek bioszintézisét. Az AppA-val kapcsolatos vizsgalatok célja
annak megértése, hogy az N-termindlisnal elhelyezkedé BLUF doménben
végbemend fotokémiai folyamatok hogyan vezetnek a C-terminalisnal
bekbvetkez6 strukturalis valtozdsokhoz, amelyek eredményeképpen a PpsR
levalik az AppA-rdl.

A kriptokrém/fotoliaz esetében megismert m(ikédés nyoman logikus el6feltevés,
hogy a fotoindukalt elektron transzfernek a BLUF domén fehérjék esetében
is funkcionalis feladata van. Ebbdl kiindulva az amszterdami egyetem kutatoi
arra kovetkeztettek, hogy vagy a flavin kdzeli Y21-es tirozin, vagy a W104-es
helyzetl triptofan az elsddleges elektron donor. A holland kutaték az Y21-es
tirozint fenilalaninra cserélték (Y21F), aminek kovetkeztében azt tapasztaltak,
hogy a mutansban nem jon létre az a kdozel 10 nm-es voros eltolddas a kék fény
megvilagitast kévetéen, mint a vad tipusu fehérjében, vagyis a fehérje tébbé
nem fotoaktiv. A Kennis-csoport kiterjedt kisérleteket végzett egy masik BLUF
domén fehérjén (PixD), amelyek alapjan azt a hipotézist allitottak fel, hogy a
BLUF domén fehérjékben az elektron transzfer az az elsédleges Iépés, amely a
vildgos allapot megvaldsuldsahoz vezet [12].

Ezzel parhuzamosan sajat eredményeink azt bizonyitottdk, hogy az FAD kordli
hidrogénkotés-rendszer atrendezédése esszencidlis a fehérje funkcidjanak
megvaldsitasaban (a mechanizmus egyszer(sitett sémaja a 3. abran lathatd)
[13]. Ha az FAD koruli hidrogénkotés-rendszer atalakul (Q63E és Q63L mutansok
esetében), akkor a fehérje ebben az esetben sem fotoaktiv. A glutamin
kulcsszerepének leirasa mellett, sajat (UV/lathatd) tranziens abszorpcids
meéréseink ugyanakkor nem igazoltak azt, hogy a sotét allapotban levé AppA-ban
a megvilagitast kovetden FAD gydk intermedierek jelennének meg. A fotoindukalt
elektron transzfer szerepének vizsgalata érdekében kiterjedt spektroszképiai
vizsgalatokat végeztiink.
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Tranziens infravoros abszorpcios spektroszkopia

Tekintettel arra, hogy a fotoindukalt elektron transzfer a fotoaktiv flavo-
proteinekben nagyon gyorsan megy végbe, a folyamatok karakterizalasahoz
ultragyors spektroszkdpiat alkalmaztunk, méghozza annak is egy specialis (és
meglehetésen koltségigényes) fajtajat, a tranziens infravords spektroszkdpiat.
Az alabbiakban ismertetett méréseket a Ruherford Appleton Laboratory, Central
Laser Facility Lasers for Sciences nevil kutatdintézet ULTRA nev(i berendezésén
végeztik el [14]. Az ULTRA kozponti eleme egy 10 kHz-es ismétlési frekvenciaval
mUkddo lézer a francia Amplitude nev( cégtdl, amely 100 femtoszekundumos
hosszlsagu és 1 mJ] energidaju impulzusokat bocsat ki. A pumpa és préba
impulzusokat a litvan Light Conversion nev(i cég frekvencia konvertalé berende-
zése (OPA: Optical Parametric Amplifier) hozza létre. A rendszer ,szeme” - és
egyben legkoltségesebb tartozéka - a két higany-kadmium-tellurium (MCdTe)
detektor, amelyek segitségével az abszorpcidvaltozast mérjik.
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4. abra. A tranziens infravoros abszorpcios spektroszkopiai rendszer. Egy Un. pumpa-
proba modszer, vagyis el6szér gerjesztjiik a mintat (ez a pumpa),, majd egyre névekvo
késleltetéssel vilagitjuk at a proba nyalabbal. Ez alapjan idé fliggvényében szamolhato az
abszorpciévaltozas.

A spektrum alakjat illetben az 5. abra ad eligazodast: azok a csucsok, ahol
a mintanak volt abszorpcidéja a gerjesztést megeldéz6en is, negativ elGjellel
jelennek meg a spektrumban (ezeket a szaknyelv ,bleach”-ként nevezi), azok a
csucsok viszont, amelyek a gerjesztést kovetben jottek létre pozitivak lesznek
(ez utébbiakat tranzienseknek vagy indukalt abszorpcidonak hivjuk).
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Korabbi munkank soran megallapitottuk, hogy melyek azok a frekvencidk,
amelyek markerként szolgalnak az FAD semleges és gyodk allapotainak
azonositasahoz [4]. Ezek ismeretében méréseket végeztiink a sotét (dAppA) és
vildgos (IAppA) allapotu fehérjén, valamint az Y21 mutanson. Az alabbi abran
a vad tipusu AppA esetében mért infravords tranziens abszorpcids spektrumok
lathatdak — 1ps és 1 ns kdzott —, amelyeket tuinyomorészt az FMN karakterisztikus
frekvenciai uralnak. Az 6sszehasonlitas kedvéért a jobboldalon az FMN TRIR
spektrumai lathatéak azonos késleltetési idoknél.

1380 T ' T
L R 1415
0.25 ¥ 1890
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0.0~
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E0.25F
Y 3.-1 i
=
1 | | : — 1ps
0s 03 —_ ‘Ilfps
—_— 25
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6. abra. A) AppA és B) FMN tranziens infravords spektrumai kiilonb6zé késleltetési
idoknél.

Az abran joél lathatd, hogy az FMN és az AppA TRIR spektruma a legtébb helyen
atfed: a két legnagyobb frekvencidju csucs a flavin C2 (1652 cm!) atomjanal,
illetve C4 (1701 cm! ) atomjanadl taldlhatd karbonilcsoport rezgésétol
szarmazik. Az 1548 cm-nél, illetve 1584 cm--nél talalhaté modusok pedig a
flavin izoalloxazin gylr(jének rezgései. Az 1380 cm™ és 1415 cm*-nél talalhaté
modusok a flavin gerjesztett allapotanak rezgései — mivel mindkét spektrumban
megtalalhatd - amelyet a gerjesztett allapot markereként hasznaltunk.

T T T
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a =y !
o o) !
E E !
;
I [ 1 | | i 1
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1dd (ps) hullamszam, cm

7. abra. A) A gerjesztett allapot és az alapallapot abszorpcidjanak relaxacidja. B)

Kiilonb6z6 idbéallandékhoz tartozé spektrumok (DAS=Decay Associated Spectra).
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A 7.A abran lathatd a gerjesztett allapot abszorpcidjanak, illetve az alapallapot
abszorpcidojanak a relaxacidja vad tipusu (egyben sotét allapotban levé) AppA
esetében, amely egészen a hosszU késleltetési idokig jol egyltt fut. Ha a
gerjesztést koveto idoknél jelentds kilonbség mutatkozna, azt jelentené, hogy a
gerjesztést kovetben létrejott egy intermedier allapot. A 7.B abran lathaté a vad
tipusu sotét allapotu AppA méréseken végzett globalis illesztés eredménye, amely
egy heterogén mintegy 30 és 500 ps-os relaxacios fazis létezését tamasztja ala.

Tekintettel arra, hogy a sotét allapoton végzett mérések soran az FAD gyok
allapotainak (FAD*- vagy FADH®) megjelenésére nem utalt semmilyen jel,
létrehoztuk az Y21W mutanst, amelynek soran az eredeti tirozint triptofanra
cseréltiik. Elofeltevéslink szerint — mivel a toltésszétvalasztas szabad energidja
joval negativabb a triptofan esetében - ilyen modon felerdsithetd ugyanis az
elektron transzfer.

— 1521 cm”
— 1637 cm™

AR mOD
(]
=
normalt AA (mOD)

-0.75F

B

1300 1400 1500 1600 1700 1800 o 25 50 75 100 125 150 173 200
Hullamszam, cm™ idé, ps

8. abra. A) Y21W TRIR spektrumok kiilonb6z6 késleltetéseknél. B) az 1521 cm™ és
1637 cm™* médusok kinetikaja.

A 8.A abran jol lathatd, hogy a sotét allapotu AppA-hoz képest a mutansban
harom intenziv csucs (1521 cm!, 1626 cm™, 1637 cm™) jelent meg, amely 100
ps-on bell valtozik. Az 1621 cm™ és 1637 cm'-nél megfigyelt cslcsok kinetikaja
gyakorlatilag megegyezik. Korabbi munkank [4] alapjan az 1521 cm™-es csucs
az FADH* és FAD*~ gyok, az 1626 cm-es és 1637 cm-es cslcs vagy tripotfan,
vagy tirozin gyok rezgési moddusai. A 9.A abran lathatd kinetikabdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a gerjesztést kovetéen mintegy 30 ps alatt egy allapot
eltlinik, az Ujonnan létrejott pedig néhany 100 ps alatt relaxalddik. Ez a kinetika
nagy valdszinliséggel a semleges triptofan ,eltlinését” és a triptofan gyok
kialakuldsat mutatja. A 8.B abran jol lathaté eltérés mutatkozik a flavin gerjesztett
allapotanak (1380 cm™) valamint a bleach relaxacidja kozott. Tekintettel arra,
hogy a gerjesztett allapot gyorsabban relaxalddik, arra tudunk kovetkeztetni,
hogy - amint ez varhatd is volt - itt mar megfigyelhetd egy intermedier allapot
kialakulasa.
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9. abra. A) Az Y21W kinetikaja 1625 cm-nél. B) Az Y21W kinetikaja 1380 cm™ és a
fé6 bleach 1548 cm* esetében (az osszehasonlithatésag érdekében ez utéobbit pozitiv
eléjellel abrazoltuk).

Az Y21W mutans esetében a triptofan gydék megjelenése kozvetlen maddon is
észlelhetd volt lathatd tranziens abszorpcié segitségével. Mivel a TrpH** 560
nm korlli abszorpcids maximummal rendelkezik, ezért ennek a gyodknek a
megjelenése konnyedén megfigyelhetd volt [15].

Annak érdekében, hogy a flavin rezgéseit elkilonitsiik a fehérje modusoktdl,
13C jeldlést hajtottunk végre [15]. Ennek soran a fehérje 0sszes szén atomjat -
kivétel a flavin kromofér — 3C izotdpra cseréltiik, igy egyértelm(ivé valt, hogy
mely mddusok tartoznak a fehérjéhez (leginkabb a flavin kérili aminosavakhoz),
illetve melyek az FAD-hez. Amint az varhato volt, az FAD izoalloxazin gy(r{jének
két f6 mdédusa (1548 cm) valtozatlan maradt, az 1700 cm-es moédus minddssze
négy cm--es eltolddast mutatott, aminek az oka a C4=0 karbonilcsoport és egy
kozeli aminosav kozotti hidrogénkotés megerésddése lehet. Az 1521 cmt-nél
megfigyelt mdédus nem tolddott el, ami egyértelmiien azt mutatja, hogy ez a
csucs az FAD gyok allapotanak egyik rezgési modusa. Az 1626 cm-es cslcs
teljes, az 1637 cm-es csucs részleges eltolddasa az alacsonyabb frekvenciak
felé arra utal, hogy ezek a modusok a fehérjéhez tartoznak és varhatdan a
triptofan gyok allapotanak megjelenését mutatjak. Az 1637 cm-t-es csucs csak
részlegesen mozdul el a 13C jel6lés kovetkeztében, ami arra utal, hogy ez a csucs
az FAD-hez is kothetd.

Kovetkeztetések és tervek

Tranziens abszorpcids kisérleteink azt igazoltak, hogy az AppA fotoaktivacioja sok
mas fotoaktiv fehérjétol eltéréen nem fotoindukalt elektron transzfer segitségével
valdésul meg [15]. A szintén BLUF fehérjecsaladba tartoz6 fehérjéken (PixD)
végzett kisérleteink soran viszont a fotoindukalt elektron transzfer egyértelm(ien
megfigyelhetd volt. Jovdbeli kisérleteink annak a megértésére iranyulnak, hogy
a tébbi BLUF domén fehérje esetében az elektron transzfer az elsddleges oka-e
a fotoaktivaciénak vagy csak egy a gerjesztést kovetd ,melléktermék”, és a
fotoaktivacid az AppA-hoz hasonldan a hidrogénkotés-haldzat atrendezodésének
kovetkezménye.
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Tovabbi kisérleteket végzink majd annak megértésére, hogy bar W104-
es triptofan mutacidéja nem befolyasolja a fotoaktivitast, a triptofannak mas
aminosavra vald cserélése jelent0sen felgyorsitja a vilagos allapotbdl a sotét
allapotba vald visszatérést, amely a vad tipusu AppA esetében mintegy 30 perc.
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HUNGARIAN MOLECULAR LIFE SCIENCES 2015

AzelsOalkalommal 2013-ban Siofokon rendezett Hungarian Molecular Life Sciences
konferencia kiemelkedd sikere nyoman a masodik rendezvényre 2015. marcius
27-29 kozott kerilt sor. A konferencia a molekularis bioldgia hazai m(ivel6nek
harom egyesiilete, a Magyar Biokémiai Egyesilet (MBKE), a Magyar Genetikusak
Egyesilete (MAGE) és a Magyar Bioldgiai Tarsasag Sejt- és Fejlodésbioldgiai
Szakosztalya kozos igényét hivatott kielégiteni az atfed6 terileteken, integralt
megkozelitéseket igénylo problémakon dolgozé szakemberek kdzotti eszmecsere
révén. A Diamond Congress Kft. altal lebonyolitott, 396 kutatd részvételével
angol nyelven megrendezett eseménynek ezuttal a Hotel Eger & Park adott
otthont.

Plenaris eléadéként Nagy Andras (Lunenfeld-Tanenbaum Research Institute,
Toronto) a sejt-Ujraprogramozas legujabban felfedezett lehetOségeirdl, illetve
- a FEBS National Lecturer program tamogatasaval - Jason Carroll (Univ.
Cambridge) az 6sztrogén receptorok kifejezOdése és a rakos atalakulds kozotti
osszefiiggésekrol tartott eldadast. A hazai mi(ihelyek képviseletében Fésis
Laszld (DE), Juhasz Gabor (ELTE/SzBK) és Vigh Laszlo (SzBK) tartottak plenaris
el6adasokat.

A konferencia nagy részét kitevd parhuzamos szekcio-el6adasok Molecular
Mechanism of Diseases,; Protein Structure, Function and Modelling; Regulatory
RNAs,; Developmental Genetics;, Membrane, Transport, Trafficking; Genome
Organization and Mobile Genetic Elements; Signaling, Cell-cell Communication;
Regulation of Gene Expression, Epigenetics; Systems Biology, Stem Cells;
Microbial Genetics, illetve DNA Repair and Carcinogenesis tematikus bontasban
hangzottak el. A hazai kutatohelyeken dolgozé fiatal munkatarsak, illetve
laborvezetok el6adasain kivil tiz kilféldi, illetve kilfoldon dolgozdé magyar kutatd
is szekcid-el6adasokon mutatta be munkajat.

A 2015. évi Bio-Science dijat elnyer6 Daraba Andrea (SzBK), illetve az
MBKE 2015. évi dijaval jutalmazott Varallyay Eva (NAIK G6doll6) plenaris
el6adasokon mutatta be dijazott eredményeit. A konferencia poszterdijait
Hotzi Bernadette (ELTE, 1. helyezés), Hudoba Liza (SzBK, 2. helyezés) és
Hetey Szabolcs (DE, 3. helyezés) kaptak.
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A konferencia négy szponzorald cég tdmogatasaval jott létre. A programot 27
kiallitd részvétele, illetve a Bio-Science Kft. és a Soft Flow Hungary Kft. céges
el6adasai gazdagitottak.

A helyben tapasztalt hangulat és aktivitas, illetve a tagsag utélagos visszajelzései
alapjan a 2015-6s Hungarian Molecular Life Sciences konferencia is kiemelkedd
sikerrel zarult, amiért koszonet illeti a harom szervezd egyesiilet vezetoségének
tagjait és a szervezésben résztvev6 nagyszamu kollégat.

A konferencidhoz kapcsoldoddéan kerllt sor az MBKE 2015. évi tisztajito
kozgylilésére, amelyen Vértessy Beata (MTA TTK) és Buday Laszlé (MTA
TTK) elnOkjeldltek tartottak programismerteté beszédeket. A tagsag a 2016-
tol kezd6do Otéves periddusra Buday Laszlét valasztotta meg az MBKE elnoki
(DE) valasztottak. A foétitkari, illetve fotitkarhelyettesi posztot Kovacs Mihaly
(ELTE), illetve Haracska Lajos (SzBK) kapta. A megvalasztott terileti képvisel6k
Kapuy Orsolya (SE, Budapest), Szatmari Istvan (DE, Debrecen), Gallyas Ferenc
(PTE, Pécs), illetve Csont Tamas (SzTE, Szeged) lettek. A Felligyeld Bizottsag
Uj tagjava Tozsér Jézsefet (DE) valasztottak. Az Egyesilet Etikai Bizottsaganak
elnoke Féslis Laszlé (DE), tagjai Vigh Laszlé (SzBK) és Simegi Balazs (PTE)
lettek. A kozgylilésen Aranyi Tamas (MTA TTK) és Balint L. Balint (DE) ismertette
az Epigenetikai Szakosztaly magalakitasanak tervét.

Kovacs Mihaly
tudomanyos fomunkatars
ELTE Biokémiai Tanszék
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1. kép. Jason Carroll FEBS National Lecturer (k6zépen), Vértessy Beata MBKE fotitkar
és Fésiis Laszlo MBKE elnék tarsasagaban. (Fotd: Thaler Tamas)

2. kép. Daraba Andrea, a 2015. évi Bio-Science dij nyertese (balrél masodik) Vértessy
Beata MBKE fotitkarral, Tatrai Agnes Bio-Science Kft. iigyvezeto igazgatoval és Kovacs
Mihaly MBKE feliigyelobizottsagi taggal. (Foto: Thaler Tamas)
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3. kép. Vérallyai Eva, a 2015. évi MBKE-dij nyertese (kdzépen) Vértessy Bedta MBKE
fétitkarral és Boros Imre MBKE teriileti képviselbvel. (Fotd: Thaler Tamas)

4. kép. Hotzi Bernadette poszterdijas és Erdélyi Miklés, a MAGE elnéke. (Foto: Thaler
Tamas)

BIOKEMIA
XXXIX. évfolyam 2. szam 2015. junius

49



I KONFERENCIA BESZAMOLOK Hungarian Molecular Life Sciences

ATTERo,

>

.d— sl

1i

5. kép. Hetey Szabolcs poszterdijas és Erdélyi Miklés, a MAGE elndke. (Fotd: Thaler
Tamas)
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TAVASZI MEMBRAN NAPOK SUMEGEN

Idén 45. alkalommal kerilt megrendezésre majus 21-
24.kozotta SimegiMembran-Transzport Konferencia.
A program 0Osszeallitdsanal igyekeztiink kovetni a
konferencia hagyomanyait, megtartva az esemény
interdiszciplinaris szakmai jellegét és kozvetlen
barati légkorét. Simeg varosa, a Hotel Kapitany, a
Simegi Var és a Palota Pince hosszu id6 6ta ideadlis
helyszint biztositanak a bioldgiai membranokkal régota foglalkozé tapasztalt
kutatok és az azokkal csak most ismerkedé fiatalok kolcsonds tajékoztatdsara,
Uj tudomanyos kapcsolatok épitésére, meglévo egylittm(ikodések apolasara.

A rendezvény megnyitdjan a konferencia valasztmanyanak elndke, Fischer Emil,
majd Simeg varos polgarmestere, Végh Laszlo, koszontbtte a résztvevoket. A
nyitdszekciéd hagyomanyos Romhanyi-dij atado Ginnepségét megel6z6en Németh
Péter emlékezett meg a dij névaddjardl, Romhanyi Gyorgyrél. Az idei dijat az
alapitvany kuratériuma Voszka Istvannak (Semmelweis Egyetem, Biofizikai és
Sugarbioldgiai Intézet, Budapest) adomanyozta. A dijazott eldadasat kovetben
az Alapitvany kivald fiatal kutatdéknak kiirt palyazatan nyertes Patké Daniel (MTA
EK Ml(iszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet, Budapest) és Fisi Viktéria (PTE KK
Laboratériumi Medicina Intézet, Pécs) tudomanyos eldadasait hallgattuk meg.

A konferencian a membran szerkezet és dinamika, a citoszkeleton, a sejt
mechanika és motilitas, valamint a membranokban zajlé jelatviteli és transzport
folyamatok hazai kutatasi eredményeibdl hallhatunk egy szines csokorra valot.
A megszokott tudomanyos tartalom mellett idén egy kicsit nagyobb hangsulyt
kaptak a kilonbdz6 kornyezeti és patofizioldgids stressz allapotok kutatdsaval
foglalkozé témak. Ezzel szerettlik volna felhivni a kutatd kdzosség figyelmét arra,
hogy a bioldgiai membranok és az ahhoz kothet6 bioldgiai funkciok fizioldgias
korilmények k6zott megismert tulajdonsagai stressz hatasara jelentOs valtozason
mennek keresztll. A membranok aktualis fizikai szerkezete, kémiai 0sszetétele
kozponti szereppel birhat a kérnyezet primer érzékelésében, a stresszelharitod

« 7 .

A délel6tti tudomanyos eldadas szekcidkat délutani poszter bemutatdk kovették,
melyen a szakmai zs(iri 8 posztert dijazott. Almassy Janos (DE, AOK, Elettani
Intézet), Bencsik Norbert (ELTE, Elettani és Neurobioldgiai Tanszék), Juhdsz
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Tamas (DE, AOK, Anatdémiai, Szovet- és Fejlddéstani Intézet), Liliom Hanna
(ELTE, Elettani és Neurobioldgiai Tanszék), Nagy Noémi (SE, I.sz. Patoldgiai és
Kisérleti Rakkutatd Intézet), Téth Emese (DE, AOK, Orvos Vegytani Intézet),
Ughy Bettina (MTA, SzBK, Novénybioldgiai Intézet) és Vigh Andrea (PTE,
AOK, Biofizikai Intézet) a hagyomanyos zardénapi ,Fiatalok Foruma” keretében
mutathattdk be kutatasi témajukat révid 10 perces eldadasok formajaban.

A sliimegi Membran-Transzport Konferencia egyik legértékesebb sajatossaga
a szép kornyezet és csaladias légkor, mely a szakmai és kulturalis programok
optimalis egyensulya mellett lehetOséget biztosit a diszciplinakon ativeld
Uj szakmai kapcsolatok kiépitésére, valamint a meglévo egylttmikodések
apolasara. Idei rendezvényink hangulata sikeresen kovette a konferenciasorozat
tobb évtizedes jo tradicioit.

A kongresszus szervezdi nevében
Torok Zsolt
MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokoézpont
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BESZAMOLO A PEPTIDKEMIAI MUNKABIZOTTSAG
2015. EVI ULESEROL

Az MTA Szerves és Biomolekuladris Kémiai Tudomanyos Bizottsag keretében
m(ikédd Peptidkémiai Munkabizottsdg a szokasokhoz hiven Balatonszemesen,
a Richter Gedeon Nyrt. tdll6jében tartotta éves Ulését majus 20-22. kozott,
amelyen a Munkabizottsag tagjain kivil szamos el6add és érdekl6dd (kozel
hatvanan) is részt vett.

A tudomanyos program az elmult évekhez hasonldéan igen gazdag volt, 35
el6adas hangzott el a kdvetkezd témakorokben: Peptidekkel mdodositott feliiletl
nanorészecskék szintézise és alkalmazasa, Peptidszintézisek, Tumorterapia,
Amiloidok és foldamerek, Agyi peptidhormonok, Peptid konjugatumok, Fehérje
szerkezet, kétédési vizsgalatok, A matematika hozzajarulasa, Fehérje mddositas,
fehérje azonositas.

A Munkabizottsag ,fehérasztal” és borkdstold mellett tartott esti nyilvanos
lésén Dékany Imre professzor (MTA-Szte Szupramolekularis €s Nanoszerkezet(
Anyagok Kutatdocsoport, Szte AOK Orvosi Vegytani Intézet, Szeged) tartott
vitaindité el6adast ,Kis molekuldju ligandumok és proteinek kdlcsOhatasa
S/L hatarfellleteken és oldatokban: nanoskalas fizikai kémiai vizsgalati
maoddszerek” cimen. Az ABL&E-JASCO Magyarorszag Kft., Budapest) bemutatta
a peptidszintéziseket rugalmassa tévd, sokoldall Biotage® Initiator+ Alstra™
készlléket.

Az Ulésen kerilt sor a Peptidkémiai Munkabizottsag Uj elntkének, Dr. Téth
Gabornak (SzTE AOK Orvosi Vegytani Intézet, Szeged) és titkaranak, Dr.
Sz(ics Maridanak (SzTE AOK Orvosi Vegytani Intézet, Szeged) megvalasztasara.
A szavazast a Magyar Tudomanyos Akadémia részér6l Dr. Huszthy Péter, a
Szerves és Biomolekularis Kémiai Bizottsag elntke vezette le. Az (j vezetdség
ezuton is megkdszoni a korabbi elndknek, Dr. Mezd Gabornak és titkarnak,
Dr. Szabd Ildikénak, tovabba Dr. Magyar Annanak, az MTA-ELTE Peptidkémiai
Kutatécsoport, Budapest munkatarsainak sokéves, dldozatos munkajat és az ez
évi Ulés megszervezését. Segitségikre a jovoben is szamitunk.

A munkabizottsagi Glést az Alapitvany a Magyar Peptid- és Fehérjekutatasért
és az Ulésen kiallité cégek, a Richter Gedeon Vegyészeti Gyar Nyrt, az ABL&E-
JASCO Magyarorszag Kereskedelmi és Szolgaltatd Kft., a Gen-Lab Kft., a Kvalitex
Kft. és LAB-EX Kft. tdmogatta anyagilag, amit ezuton is kdszénilink.

Az id6jaras a sokévi tapasztalatnak megfeleléen inkabb a tudomanyos munkanak,
nem pedig a nyaraldasnak kedvezett. Igy azutan az érdekes el6adasok mellett
ez is segitette az érdekldd6k szamanak novelését. A tavalyi Ulést megtisztelte
jelenlétével a European Peptide Society két tisztségvisel6je. A tavaly tartott
szerda délutani angol nyelvl szekcié esetleges jovébeni folytatasat szeretnénk
megszervezni.

Toth Gabor, EInok
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VENETIANER PAL 80 EVES

Az MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpontjaban
aprilis 10-én egy rovid tudomanyos (lés
keretében koszontottilk a 80 éves Venetianer
Palt. Az SzBK nevében Ormos Pal fdigazgato,
a Szegedi Tudomanyegyetem képviseletében
pedig Bari Ferenc, az Altalanos Orvostudomanyi
Kar dékanja méltatta az Unnepeltet. Ezt
7 Venetianer Pal négy egykori tanitvanyanak

o

A == (Posfai Gyorgy, Gaal Tamas, Boros Imre, Zsurka
- Gabor) tudomanyos el6adasa kovette. Az

Ulést két konnyedebb hangvétell el6adas zarta. Gimes Julia, a Magyar Radio
munkatarsa egy, az évek soran Venetianer Pallal készitett interjuk humorosra
szerkesztett egyvelegével kdszontdtte a tudomanynépszer(isitést mesterfokon
m(iveld tuddst. Végill Duda Erné elevenitette fel az Ginnepelt SzBK-ban toltott
évtizedeinek néhany vidam pillanatat.

Venetianer Pal neve 0Osszefonddott a molekuldris bioldgia kutatas hazai
térnyerésével. Személyében tudomanyunk kivalé mlivelGjét, népszerlsitéjét,
els6szamu hazai szaktekintélyét tiszteljuk.

1935-ben sziletett Budapesten. 1957-ben szerzett bioldgia-kémia szakos
tanari oklevelet az E6tvos Lorand Tudomanyegyetemen. Eletének meghatarozé
eseménye volt az, hogy végzés utan Straub F. Brund felvette a Budapesti
Orvostudomanyi Egyetem Orvosi Vegytani Intézetébe. Az ott toltott 14 év -
ahogy egy interjuban elmondta - kutatdi palyajanak talan legboldogabb
szakasza volt. Azza tette Straub professzor tuddsi nagysaga, személyisége, a
lelkes, stimulalo intézeti kdzosség. Az Orvosi Vegytani Intézetben toltott éveinek
legfontosabb eredménye a protein-diszulfid izomeraz enzim felfedezése volt [1].
Ez a felfedezés hozta meg szamara a meghivast Christian Anfinsen (Nobel-dij
1972) laboratériumaba (National Institute of Health). Az egyéves tanulmanyut
témavaltashoz vezetett, érdeklddése a hagyomanyos biokémiatél a molekularis
bioldgia felé fordult.

1971-ben alapité tagként kerllt a Szegedi Bioldgiai Kbdzpont Biokémiai
Intézetébe, ahol Straub professzor 6nallé kutatdocsoport alakitdsara kérte fel.
Szerencsés pillanatban kapta ezt a lehetOséget. A 70-es évek eleje a II-es tipusu
restrikcids endonukleazok felfedezésének, majd ennek nyoman a rekombinans
DNS technika kialakulasanak ideje. Venetianer Pal azonnal felismerte az ebben
lévo lehetOségeket, csoportjaban az elsdk kdzott kezdtek restrikcids enzimeket
hasznalni, a rekombindns DNS technoldgia moddszereit alkalmazni. Az induld
szegedi Nukleinsav Csoport a mddszertani forradalom két eldnyét is élvezhette.
Az egyik minden metodikai korszakvaltas természetes velejardja: a vilagon
mindenki Ujonc volt, a legjobb laborok is akkor tanultak restrikcids enzimet
tisztitani, plazmidot izolalni, Southern-blottolni stb. A masik egy szerencsés
kordlmény volt: a rekombinans DNS technika alapelemei meglehetdsen olcsodk,
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igy akkor - egy rovid ideig - nem kellett sok pénz a nemzetkdzi mércével
mérve is jo szinvonalu kutatashoz. Az Uj DNS-technikak jelentéségének gyors
felismerésébdl adédo lépéseldnynek kdszonhettilk, hogy a Venetianer-csoport
masfél évtizeden at egy kis kelet-eurdpai kdzpont lett. A csoport egykori
tagjaként biszkén emlékszem arra az idére, amikor a szovjet blokk orszagaibdl
rendszeresen érkeztek vendégkutatdok megtanulni a restrikcids enzimek
hasznalatat, a génklonozast, DNS-szekvenalast.

A Nukleinsav Csoport magjat kezdetben Duda Erng, Udvardy Andor, Simegi
Janos alkottak, hozzajuk csatlakozott Sain Béla, Csordas-Téth Eva, Kiss Ibolya,
Kiss Antal, Boros Imre, Pdsfai Gyorgy, Lukacsovich Tamas, Balikdo Gabriella,
Orosz Andras, Szabd Gabor, Szilak Laszld. Itt meg kell emlitenlink laboransainak,
Udvardy Katalinnak, majd az 6t felvaltd Magyarddi Erzsébetnek a nevét is. Az
altaldban 5-10 f6bdl alld csoportot hosszabb-rovidebb ott tartdozkodd vendégek
egészitették ki, kozulik kilondsen Fehér Zsigmond és Gaal Tamas hozzajarulasa
volt jelent0s.

Kutatasaik célja kezdetben egy gén tiszta, in vitro rendszerben valé vizsgalata volt
(ekkor még a rekombinans DNS éra el6tt vagyunk). Erre a célra az Escherichia
coli riboszomalis RNS (rRNS) génjeit valasztottak, melyek érdekessége az, hogy
a rajtuk folyd transzkripcio kilondsen intenziv. Az E. coli rRNS gének vizsgalata
két évtizeden at a csoport fo témaja volt kb. 30 tudomanyos kozleményt
eredményezve. Munkajuk kdzéppontjaban az rRNS transzkripcié szabalyozasa
allt [2 - 10]. Az rRNS téma két legnagyobb visszhangot kivalté eredménye az E.
coli rRNS gének szamanak meghatarozasa [11] és genomialis (klénozas eldtti)
restrikcids térképlik elkészitése volt [12]. Az er0Gs rrnB promoter expresszids
plazmidvektorok létrehozasat ihlette [13 - 14].

Kezdetben a csoport tagjai maguk tisztitottdak a munkajukhoz szikséges
restrikcids enzimeket. Mivel akkoriban csak kevés restrikcids enzim volt ismert,
ezért természetes volt a torekvés, hogy megprobaljanak Uj specifitasu vagy a
megléviknél kdnnyebben hasznalhaté enzimeket talalni. A tudatos keresés és a
szerencse harom Uj restrikcidos endonukleaz felfedezéséhez vezetett: BspRI [15],
Bepl [16] és Bcefl [17]. A restrikciés endonukledzok azonban nemcsak fontos
kisérleti munkaeszk6zok, hanem a hozzajuk tartozd DNS metiltranszferazokkal
egyltt 6nmaguk is rendkivil érdekesek, a szekvenciaspecifikus DNS-fehérje
kdlcsonhatasok kllonleges példai. Ez egy (j kutatasi témat inditott, melynek
legfontosabb eredménye egy szelekcios modszer kidolgozasa volt, amely
alkalmas DNS metiltranszferazok [18] és teljes restrikcidos-modifikacios
rendszerek génjeinek kldnozasara [19]. Az emlitett in vitro szelekcido késdbb
vildgszerte a restrikcids-modifikacidos gének kldnozasanak szinte kizardlagosan
hasznalt modszere lett. ElsOként hataroztak meg egy C5-metiltranszferaz
gén nukleotidszekvencidjat [20] és ismerték fel C5-metiltranszferazok
amimnosavszekvencidiban fenndllé hasonlésagokat [21]. Osszesen 2 teljes
restrikciés-modifikacidés rendszer és 5 DNS-metiltranszferaz génjét kldénoztak
(lasd fent, tovabba [22 - 25]. Ez lehetOvé tette a gének szerkezetének, a metilalt
bazisnak meghatarozasat, a génnmiikodés in vitro vizsgalatat, tultermeld klonok
el6allitasat.
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A kldénozott gének vizsgalata soran fedezték fel, hogy a C5-metiltranszferazok
csonka, inaktiv fragmentumai képesek aktiv enzimmé 6sszeallni [26].

A C5-metiltranszferazokkal kapcsolatos munka egy érdekes oldalaga volt az,
amelybenkimutattak, hogyamegfelel6 vektorralbejuttatottBspRImetiltranszferaz
kifejezddik élesztbben. Ez az eredmény eldszor utalt arra a lehet6ségre, hogy
DNS metiltranszferazokat fel lehet hasznalni a kromatin allapotanak in vivo
vizsgalatara, az aktiv és inaktiv genomrégidk megkulonboztetésére [27].

Csoportjanak eredményei arra 6sztonozték, hogy a rekombinans DNS mad-
szerben rejlo lehetdségeket kbdzvetlen tarsadalmi hasznot hozd projektben is
felhasznalja. Ez a szandék talalkozott az Akadémia vezetésének tudomany-
politikai torekvéseivel és végll oda vezetett, hogy a Kbébanyai Gyogyszeraru-
gyarral kotott szerz6dés keretein belll vallalta egy, a human inzulint termeld
E. coli torzs elballitasat. A 4 évig tartd inzulinprojektben a feladat nagysaga
és az alkalmazott metodikak sokfélesége miatt a Nukleinsav Csoport tagjain
kivil mas SzBK-s, s6t SzBK-n kivlli kutatdk is részt vettek. A projekt vezetése,
az alapkutatas szabadsagahoz szokott munkatarsak egy célra valé mozgdsitasa
embert probald vezetdi feladat volt. A vallalkozast végll siker koronazta abban
az értelemben, hogy elkészitették a human inzulint termeld baktériumot. Sajnos
ezt nem lehetett publikalni, mert id6kdézben megjelent a Genentech nevil cég
cikke egy hasonlé eredményrdl. Ugyancsak kar, hogy az eredmény nem jutott el a
gyogyszeripari fejlesztésig. Erre az akkori gazdasagi korilmények alkalmatlanok
voltak.

A 80-as évek elején Venetianer Palé volt az SzBK legnagyobb csoportja. Ezt
a helyzetet azonban - bar igazgatoként moddja lett volna ra - nem kivanta
hosszabb tavon fenntartani. Id6kdzben felnétt fiatal munkatarsai dnalldsulasi
torekvéseit tdmogatta, és a 80-as évek kdzepétdl csak akkora csoportot tartott
meg maganak, amelynek iranyitasat sokasodé adminisztrativ feladatai mellett el
tudta latni. FGigazgatdi elfoglaltsaga mellett is volt ereje Uj témat kezdeni, Zsurka
Gabor Ph.D. hallgatdéval orvoskari egylttm(kddésben mitokondrialis mutacidk
betegségekben jatszott szerepét vizsgaltak. Ennek a munkanak legfontosabb
eredménye egy ritka betegség kéroktananak tisztdzasa volt [28].

Experimentalis kutatdi palyajanak vége felé az enzimek iranyitott evolucioval
vald megvaltoztathatésaganak lehetdségei foglalkoztattak. Timar Edit
Ph.D. hallgatéval in vitro, iranyitott evollcios rendszerben sikerilt egy DNS
metiltranszferaz specifitdsat megvaltoztatni [29].

Tudomanyos iskolateremtd teljesitményét jelzi, hogy ma az SzBK Biokémiai
Intézetének és a Szegedi Tudomanyegyetem Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Tanszékének vezetlOje is az 6 tanitvanya.

Korabban a European Journal of Biochemistry és a Cellular and Molecular Life
Sciences, most a Biomolecular Concepts cim( folydirat szerkesztObizottsaganak
tagja.
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Mindig nagyon szivesen oktatott. Bar Szegedre koltézésével megszint féallasu
egyetemi oktatd lenni, a Jézsef Attila Tudomanyegyetem bioldgus hallgatdinak
éveken atrendszeresentartotteldadasokat. 1975 étaa SzegediTudomanyegyetem
cimzetes egyetemi tanara.

1984-t6l 1993-ig az SzBK Biokémiai Intézetének igazgatdja, majd 1994-tol
3 éven at az SzBK fdigazgatodja volt. Nagyon nehéz id6szakban lett az SzBK
els0szamu vezetdje. A rendszervaltas utani évek gazdasagi problémai kozepette
az SzBK koltségvetése drasztikusan csokkent, a palyazati rendszer még csak
csiraiban létezett. Az SzBK-nak alkalmazkodnia kellett a megvaltozott tarsadalmi-
gazdasagi korilményekhez. Ez tobb népszerltlen intézkedést kényszeritett ki,
mint pl. a m(szaki fejleszt6 részleg jelentds leépitése, a megmaradt kis kapacitas
szolgaltatasainak fizetGssé tétele. Aggodalommal toltotte el, hogy az SzBK elsO
két évtizedére jellemzoé fiatalos lendlilet aldbbhagyott, a tudomanyos teljesitmény
csokkent. Erre egy emlékezetes f6igazgatdi beszédben hivta fel a figyelmet.
FGigazgatdsaga idejére esett az SzBK 25 éves jubileuma. Az intézmény addigi
torténetét, legfontosabb eredményeit egy kitln6é Gnnepi kiadvanyban foglalta
dssze.

Eletm(ivének nagyon fontos része a tudomdanyos ismeretterjesztés. Hét
ismeretterjesztd konyvet irt. Ezek egy része nem tipikus ismeretterjesztd
mU abban az értelemben, hogy nem érdekl6dd laikusoknak, hanem inkabb
alapveté ismeretekkel mar rendelkez6 olvaséknak (egyetemi hallgatoknak,
tanaroknak) irédtak. Kényvei hatasanak titka a félényes tudas, a tudomanyos
pontossag €s a sodrd lendilet(i, olvasmanyos stilus. Nekem az 1974-ben
megjelent ,, A molekularis bioldgia idoszer( kérdései” és a 2002-es ,Csillagorak
a tudomanyban” a kedvencem. Szamtalan népszer( tudomanyos folydiratcikk
szerz6je, tudomanyos radidmdisorok gyakori szereplGje. Az Ujsagirdk szinte
reflexszer(ien Ot keresik, ha DNS-r6l, genomrol, molekularis genetikardl akarnak
kérdezni. Kiemelkedd tudomanynépszer(sitd teljesitményét ismerte el a 2014-
ben megkapott ,Az Ev Ismeretterjeszt6 Tuddsa” cim, amellyel egy kisbolygd
névadasa is jar (az 6 estében 313116 Palvenetianer 2000 YX31).

TudomanynépszerUsitési tevékenységebe sorolhatjuk a GMO-ugyben vallalt
szerepét is. Ujsagcikkekben és interjukban allt ki a GMO-ndvényekkel kapcsolatos
kutatasok mellett, érvelt az alaptalan félelmek ellen. Mivel soha nem dolgozott
a novényi biotechnoldgia terlletén, és igy az 6 tudomanyos tevékenységét
nem érintette a GMO-nodvényekkel kapcsolatos vita, szerepvallalasa tisztan
tudomanyos meggyo6z6désbdl fakadt.

Munkajat kitlintetések sora ismerte el. 1987-ben lett az MTA levelez6, majd 1995-
ben rendes tagja. Tagjai soraba valasztotta a német Leopoldina Akadémia és az
Academia Europea is. Els6 magyarként lett az EMBO tagja. Tovabbi kitlintetései:
a Magyar Biokémiai Egyesllet Szérenyi Imre Dija (1969), Akadémiai Dij (1981),
FEBS Ferdinand Springer-dij (1981), Allami Dij (1985), a Magyar Koztarsasagi
Erdemrend kozépkeresztje (1997), a Szegedért Alapitvany fodija (1998), Tanko
Béla Eletm(idij (2014).
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I AKTUALITASOK A 80 éves Venetianer Pal készéntése

Az SzBK fennallasa o6ta az intézmény munkatarsa, ezt csak egy egyéves
tanulmanyut (1973-74, Philip Leder laboratéoriuma, NIH, Bethesda, USA) és egy
négyhodnapos japan vendégprofesszorsag szakitotta meg.

Jelenleg emeritus professzorként vesz részt az intézet tudomanyos életében.
Tovabbi munkajahoz jé egészséget kivanunk!

Kiss Antal
tudomanyos tanacsado
MTA SzBK Biokémiai Intézet
kiss.antal@brc.mta.hu
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MBKE Forum

FELHIVAS

A Biokémia folydirat szerkeszt6bizottsaga ismét felhivja olvasdink figyelmét az
interaktiv FOrumra, amely az Egyesilet honlapjan talalhatd. Varjuk vitatémak
inditasat, valamint kulonféle informacidkat, hireket is, amelyek tagtarsaink
érdekl6désére szamithatnak.

Az irdsokat Maksay Gabor SzB-tag cimére (maksay.gabor@ttk.mta.hu) kérjik
elkildeni.
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Karcagi Ildiké és Kovacs Karoly

KARCAGI ILDIKO ES KOVACS KAROLY ALKOTASAI

Karcagi Ildiké 1985-ben szerzett kutaté biolégus diplomat a Jozsef
Attila Tudomanyegyetemen, Szegeden. Azdéta az MTA Szegedi Bioldgiai
Kutatékézpontban dolgozik. 1985-1988 ké6z6tt a Biokémiai Intézet
Citokin Kutatdécsoportjaban kezdett. 1988-1995 kézétt gyermekeivel volt
otthon, majd a Biokémiai Intézet Extracelluldris Matrix Kutatécsoportjaba
tért vissza. 2004-t6! a Biokémiai Intézet Genommérndki Csoportjanak
munkatarsa. Tudomanyos témdja az Escherichia coli MG1655 genom
redukcidja.

Gyerekkora Ota szeret rajzolni, festeni. 2004 o6ta a Nagy Karoly vezette
Szegedi Szépmives Céh Varga Matyas szabadiskolai csoportjanak tagja.
Minden évben részt vesz a Szépmives Céh altal az orszag tébb pontjan szervezett egyhetes nyari
mivésztelepeken és az azt kévetdé beszamold kiallitdsokon. Idén tavasszal munkahelyén, az
SzBK-ban munka- és alkotdtarsaval, Kovacs Karollyal k6z6s kiallitason mutatta be képeit.

Napsiités. Porpasztell.
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Karcagi Ildiké és Kovacs Karoly

Megbujva. Porpasztell

Fenydk. Porpasztell.
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I TUDOMANY ES MUVESZET Karcagi Ildiké és Kovdcs Kéroly

Mesefa. Akvarell

Kovacs Karoly az ELTE-n végzett biologusként, majd az SzTE-n
szerzett doktori fokozatot 2013-ban. 2011-ben Akadémiai Ifjusagi
Dijat kapott. Jelenleg az MTA Szegedi Biolégiai Kézpont Biokémia
Intézetében dolgozik posztdokként a Szintetikus és Rendszerbioldgiai
Egységben, Papp Balazs csoportjaban. Szamitdgépes kutatast végez,
teriilete az evolucids rendszerbioldgia.

Kikapcsolédasként rajzol, fest, a bemutatott képek a Szegedi
Szépmives Céh Nagy Karoly altal szervezett szabadiskolai
foglalkozasain és taboraiban késziiltek.
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I TUDOMANY ES MUVESZET Karcagi Ildiké és Kovdcs Kéroly

Portrékép. Ceruzarajz.

Tajkép. Vizfesték.
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Fak. Vizfesték.
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