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1.c.6s26

Dr. Tompos Andras, Anyag- es Kornyezetkemiai Intézet igazgato

2023-ban 13. alkalommal rendeztik meg ,AKI Kivancsi Kémikus” elnevezés( nyari ta-
borunkat. A tabor jelenleg mar a kemian kival a HUN-REN Termeészettudomanyi Kutato-
kozpont dsszes kutatasi teruletén kinal temakat a resztvevd diakoknak. I[den a HUN-REN
TTK 6sszes intézete részt vett a tabor megrendezesében, melyek az Anyag- és Kornye-
zetkémiai Intézet, Enzimologiai Intézet, Szerves Kémiai Intézet, Kognitiv Idegtudomanyi
és Pszichologiai Intézet, Szerkezetkutatd Kozpont, Agyi Képalkotd Kézpont. A diakok igy
a kémia népszerd terlletein (szerves kémia, polimerkémia, elektrokémia, gydgyszerké-
mia, szerkezetvizsgalat) kivil bekapcsolddhattak a sejtbioldgia vagy az idegtudomany
terlletein vegzett kutatasokbaiis.

A tabor egyik célja, hogy segitséget nyljtson a természettudomanyos erdeklédesu
kozepiskolasoknak a palyavalasztashoz. A diakoknak igy lehetdseget adtunk egy beszel-
getesre olyan egyetemista hallgatokkal, akik jelenleg a BME Vegyészmernoki és Biomernodki Karan, az ELTE Ter-
mészettudomanyi Karan, illetve a Semmelwis Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Karén vagy Gydgyszerésztudo-
manyi Karan tanulnak. Igy a didkok elsé kézbdl kaphattak vélaszt a tovabbtanulassal kapcsolatos kérdéseikre.

Nagy oromuUnkre szolgal, hogy a taborunk irant orszagszerte, és a hatarainkon tulis nagy az érdeklédes. Iden ti-
zennyolc varosbol fogadtunk 6sszesen 26 diakot, kdzultk dten Erdelybdl érkeztek.

Prof. Dr. Szantay Csaba, tudomanyos fétanacsado, egeszségugy- es
oktatastamogatasi vezetd, Richter Gedeon Nyrt.

v
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A tudomanyban a ,tehetseg” roppant komplex jelenség. Ennek megfeleléen a tehet-
seget komplex mdodszertani eszkdzokkel kell eletre hivni, erdsiteni, a valds kutatasok
Jtehetségigényének” megfeleld Utra terelni. Az igazan jo eszkdzdk megtaldlasa azonban
kozel sem magatol ertetédd dolog. Ugyanakkor az ilyen eszkdzok alkalmazasa letfon-
tossagu, ha alkotni vagyo as alkotni képes, magabiztos, alazatos, motivalt tehetsegeket
akarunk nevelni a jové szamara. Az AKI Kivancsi Kemikus Tabor ilyen eszkdz. Mint a regio
legnagyobb muiltidiszciplinaris tudascentruma, legmarkansabb es hosszu tavra tervezd
innovacios bazisa, a Richter Gedeon Nyrt. bUszkén és elkdtelezetten tamogatja a tabort
anyagi és szellemi értelemben egyarant. HisszUk, hogy ezzel érdemben segitjuk nemcsak
atabor mikodését, hanem a tabor diakjait is abban, hogy sajat tehetségprofiljukat jobban
megismerjek, ezen keresztul pedig szemelyes kuldetésuket megtalaljak!

Nagynée Dr. Bereczki Laura, tudomanyos munkatars, szervezd

A Termeszettudomanyi Kutatokdzpont nyari tabora azert kuldnleges, mert itt a diakok
nem csak eléadasok vagy laborgyakorlatok formajaban talalkozhatnak a tudomannyal,
hanem egy héten keresztul lehetéséguk van bekapcsolddni a tudomanyos kutatok felfe-
dezd munkajaba. A hét soran megtanuljak hasznalni az altalunk is hasznalt laboratoriumi
eszkdzoket, megismerkednek a kutatasi modszereinkkel, és részt vehetnek a nagymu-
szereinkkel vegzett merésekben.

A tabor soran jelentds szerepet kapott a diakok kozotti kozosseg és egyuttmUkodes ki-
alakitasa. A kozos termeszettudomanyos érdeklédes, eleve jo alapot adott az ismerke-
deshez. Az egyes kutatasi temakon a diakok egymast segitve parokban dolgoztak. A het
végére megoldottak egy rovid kutatasi feladatot, melynek eredményét révid eléadasban
mutattak be. A delutani programokat is igyekeztink a természettudomanyok eés a csa-
patépités jegyében megszervezni. A didkoknak a hét soran egy jatékos projektfeladatot
kellett megvaldsitaniuk, melyen esténként dt-hat fés csoportokba szervezédve dolgoztak. Ennek eredményeként
szUlettek tobbek kozott a cimlap kepregenykockai. Remeljuk, hogy a nalunk szerzett tudomanyos tapasztalatokon
tul a diakjaink talan eletre szold baratsagokat is szereztek a tabor soran!

www.ttk.hu/aki/kutatotabor | 5§



2. RESZTVEVOK

3. KUTATASI TEMAK

Tiizel6anyag cellak
Kiraly Tamas Gabor, Kdlcsey Ferenc F&gimnazium,
Szatmarnémeti, Tarnéczy Marton, Hunyadi Matyas
Gimnazium, Halasztelek, Takacs Marton, Karinthy Frigyes
Gimnazium, Budapest
Témavezetdk: Dr. Szijjarté Gabor,
Dr. Asmaa Selim

Polimer keverékek és kompozitok 3d nyomtatasa
Fekete Balazs, Kecskeméti Banyai Julia Gimnazium,
Szabé Barnabas, L oczy Lajos Gimnazium,
Balatonfiired, Bencze Matyas, Tamasi Aron Gimnazium,
Székelyudvarhely

Témavezetdk: Romsics Imre, Ferdinand Milan

Polimer gélek kémiaja
Katreiner Kira Luca, Cisztreci Rend Nagy Lajos
Gimnazium, Pécs, Szabé Orsolya, Bathory Istvan Eiméleti
Liceum, Kolozsvar
Témavezetdk: Sarmezey Bence,
Budai Eszter Anna, Bajcsi Aron

Extracellularis vezikulak vizsgalata
Kramli Petra, ELTE Trefort Agoston Gyakorld
Gimnazium, Budapest, Lengyel Judit Kata, Keszthelyi
Vajda Janos Gimnazium
Témavezetodk: Dr. Gaal Aniké, Bebesi Timea,
llyés Kinga, Dr. Mihaly Judith

Rontgensugar mint nano-mérérad
Hangya Kinga Imola, Kecskemeti Banyai Julia
Gimnazium, Skorcov Tiinde, Budai Ciszterci Szent Imre
Gimnazium
Témavezetdk: Dr. Varga Zoltan, Dr. Wacha Andras

Rat-ical art: alkossunk remekmiiveket idegsejtekbdl
és antitestekbdl
Machlik Mira, Pécsi Janus Pannonius Gimnazium,
Szalai Nikolett, Zalaegerszegi Kdlcsey Ferenc

Rakterapias gyogyszercélpont és DNS-modosito
enzimfehérjék nyomon kdvetése gyogyszerkezelt
vastagbélrak sejtvonalon
Kopacz Melania, Csiky Gergely Fégimnazium, Arad,
Petrovanszki Lilla, Kisvardai Bessenyei Gyorgy
Gimnazium és Kollégium
Témavezetdk: Dr. Békési Angéla, Holub Eszter

Az agy biologiai életkoranak becslése MRI felvételek
alapjan mesterséges intelligencia (Ml) segitségével
Tomka Dorottya, Bekasmegyeri Veres Péter
Gimnazium, Varga Dorina, Debreceni Csokonai Vitéz
Mihaly Gimnazium
Témavezetdk: Hermann Petra, Simon Adam,
Narai Adam, Dr. Vakli Pal

Szerves molekulak vizsgalata NMR spektroszkoépiaval
Janosik Jazmin, Révai Mikiés Gimnazium és Kollégium,
Gyér, Viczko Csaba Péter, ELTE Apaczai Csere Janos
Gyakorld Gimnazium, Budapest

Témavezetdk: Dr. Turczel Gabor, Teski Tamara,
Balterer Bence

ABC multidrogtranszporterek hatasa a gyégyszerke-
zelések hatékonysagaban
Batka Andras, PannonhalmiBencés Gimnazium és
Szakkollegium, Behofsits Maja, Soproni Szent Orsolya
Romai Katolikus Gimnazium
Témavezetd: Dr. Telbisz Agnes, Bodnar Aniké

Uj, potencialisan bioaktiv molekulak elallitasa és
jellemzése
Darazs Anna, Révai Miklos Gimnazium és Kollegium,
Gy¢r, Kaldy Fruzsina, ELTE Bolyai Jdnos Gyakorld
Altalénos Iskola és Gimnéazium, Szombathely
Témavezetok: Kollar Levente és Dr. Kovacs Péter

»Ugralo gének” a sejtbiologiai kutatasokban
Szilagyi Zsuzsanna Timea, Bolyai Farkas EImeéleti

Gimnazium
Témavezetd: Bod Réka, Toth Estilla

Liceum, Marosvéasarhely, Gelencsér Artuar, Budapest V.
kerUleti E6tvos Jozsef Gimnazium
Témavezetdk: Némethy Kornélia, Dr. Orban Tamas

vanszki

at
Viczko Csaba Péter

Darazs Anna Kaldy Fruzsina Szilagyi Zsuzsanna Timea Gelencseér Artur
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4. PROGRAM

Jjulius 9. vasarnap

15:00-17:00 Diakok érkezese a Baar-Madas
Reformatus Gimnéazium kollégiumaba

17:00-20:00 Ismerkedés, csapatépités Csakvary-Kiss
Nora pszichologus vezetésével

20:00-21:00 Vacsora

21:00-22:00 Megbeszéles

julius 10. hétfé

9:00-10:00 Kutatotabor megnyitod

Készoéntd: Dr. Tompos Andras Anyag- és Kérnyezet-
kémiai Intézet igazgato

Ismeretterjesztd eléadas: Dr. Mihaly Judith: Infravords
szinkepelemzes: a csillagoktol az orvostudomanyig
10:00-10:30 Durko Sandor Laszlo: tliz- és balesetvé-
delmi oktatas

10:30-12:00 Latogatas a Termeészettudomanyi
Kutatokdzpont laboratoriumaiban

12:00-13:00 Ebed

13:00-13:30 Csoportfotd

13:30-17:00 Kutatomunka

17:30-20:00 Az ELTE Természetrajzi Muzeum Biolo-
giai és Oslénytani killitasa, illetve az ELTE Asvany- és
K&zettar megtekintése Dr. Szente Istvan vezetésével
20:00-21:00 Vacsora

21:00-22:00 Projektfeladat készitése

julius 11. kedd

9:00-11:00 Latogatas a Természettudomanyi
Kutatokdzpont laboratoriumaiban

11:00-17:00 Kutatomunka (kdzben ebéd)
18:00-20:00 Beszelgetés egyetemistakkal a tovabb-
tanulasilehet8ségekrdl

20:00-21:00 Vacsora

21:00-22:00 Projektfeladat készitése
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Jjulius 12. szerda

9:00-11:00 Latogatas a Termeszettudomanyi
Kutatokdzpont laboratoriumaiban
11:00-17:00 Kutatomunka (kdzben ebéd)
18:00-20:00 Diak-témavezetd sportmeccsek
20:00-21:00 Vacsora

21:00-22:00 Projektfeladat készitése

julius 13. csiitortok

9:00-14:00 Richter Gyogyszergyar latogatas
(kdzben ebéd)

15:00-18:00 Kutatomunka

18:00-20:00 Gellért-hegyiséta
20:00-21:00 Vacsora

21:00-22:00 Projektfeladat készitése

|
S

julius 14. péntek

9:00-9:30 Latogatas a BME laboratériumaiban
9:30-12:00 Kutatomunka

12:00-13:00 Ebed

13:00-14:30 Készules a prezentaciokra
14:30-18:30 Miniszimpdzium (kdzben alléfogadas a
kutatotaborozok és témavezetdik részére)
18:30-19:00 A kutatétabort Dr. Tompos Andras igaz-
gato zarja

20:00-21:00 Vacsora

21:00-22:00 Projekt jaték

julius 15. szombat
11:00-ig Diakok tavozasa a kollégiumbal

5. MiINIszIMPOZIUM

14:30-14:35 A miniszimpo6ziumot megnyitja:
Dr. Tompos Andras igazgato, Anyag- és
Koérnyezetkemiai Intezet

14:35-16:05 Anyag- és szerves kémiai szekcio
vezeti: Dr. Demeter Attila tudomanyos tanacsado

14:35-14:50 Kiraly Tamas Gabor, Takacs Marton és
Tarnéczy Marton

Tuzel6anyag cellak

Témavezetdk: Dr. Szijjarté Gabor és Dr. Asmaa Selim

14:50-15:05 Skorcov Tiinde és Hangya Kinga Imola
Réntgensugar mint nano-mérérud
Témavezetdk: Dr. Varga Zoltan, Dr. Wacha Andras

15:05-15:20 Janosik Jazmin és Viczkoé Csaba Péter
Szerves molekuldk vizsgalata NMR spektroszkopiaval
Témavezetok: Dr. Turczel Gabor, Teski Tamara,
Balterer Bence

15:20-15:35 Darazs Anna és Kaldy Fruzsina

Uj, potencialisan bioaktiv molekulak eléallitasa és
jellemzése

Témavezetdk: Kollar Levente és Dr. Kovacs Péter

15:35-15:50 Fekete Balazs, Bencze Matyas és Szabo
Barnabas

Polimer keverékek és kompozitok 3D nyomtatdsa
mérnoki alkalmazasokhoz

Témavezetdk: Romsics Imre és Ferdinand Milan

15:50-16:05 Katreiner Kira Luca és Szabo Orsolya
Polimer gélek kémigja, kisérletek gumimacival és
tarsaival

Témavezetdk: Sarmezey Bence, Budai Eszter Anna,
Bajcsi Aron

16:05-16:40 Uzsonna sziinet, all6fogadas

16:40-18:10 Biolégiai és idegtudomanyi szekcid
vezeti: Dr. Tantos Agnes tudomanyos fémunkatars

16:40-16:55 Szilagyi Zsuzsanna Timea és Gelencsér
Artur

»Ugralo gének” a sejtbiologiai kutatasokban
Témavezetdk: Némethy Kornélia, Dr. Orban Tamas

16:55-17:10 Batka Andras és Behofsits Maja
ABC multidrogtranszporterek hatasa a
gyogyszerkezelések hatékonysagaban
Témavezetd: Dr. Telbisz Agnes, Bodnar Aniké

17:10-17:25 KramliPetra és Lengyel Judit Kata
Extracellularis vezikulak vizsgalata

Témavezetdk: Dr. Gaal Anikd, Bebesi Timea, llyés
Kinga, Dr. Mihaly Judith

17:25-17:40 Machlik Mira és Szalai Nikolett
Rat-ical art: alkossunk remekmiveket idegsejtekbdl
és antitestekbdl

Témavezettk: Bod Réka és Toth Estilla

17:40-17:55 Kopacz Melania és Petrovanszki Lilla
Rakterapias gyogyszercélpont és DNS-maddosito
enzim-fehérjék nyomonkdvetése gyogyszerkezelt
vastagbélrak sejtvonalon

Témavezetdk: Dr. Békési Angéla, Holub Eszter

17:55-18:10 Tomka Dorottya és Varga Dorina

Az agy bioldgiai életkoranak becslése MRI felvételek
alapjan mesterséges intelligencia segitségével
Témavezeték: Hermann Petra, Narai Adam, Simon
Adam, Dr. Vakli Pal

18:10-18:30 Kutatotabor zaras és értékelés
Nagyné Dr. Bereczki Laura szervezd, Anyag- és
Koérnyezetkemiai Intezet

Dr. Tompos Andras igazgato, Anyag- és
Koérnyezetkemiai Intezet

www.ttk.hu/aki/kutatotabor | 9



Tiizelc’ianyag;cellék

Tarnoczy Marton

Hunyadi Matyas Altalanos Iskola, Gimnazium és Alapfoku

Mivészetilskola, Halasztelek

Takacs Marton Tibor

Karinthy Frigyes Gimnazium, Budapest
Kiraly Tamas Gabor

Kélcsey Ferenc Fégimnazium, Romania, Szatmarnémeti

Témavezetdk:
Dr. Szijjarto Gabor tudomanyos munkatars

Kutatocsoport:

Mik is a tlizeléanyag-cellak és hogyan
muikodnek?

A tlzeldanyag-cellak olyan berendezesek,
amelyek kemiai energiat kozvetlenul ala-
kitanak at elektromos energiava. Tobbfele
thzeldanyag-cella tipus létezik, mi a mun-
kank soran a protoncserelé membranos tu-
zel6anyag-cellakkal (lasd: 1. abra) foglalkoz-
tunk (angolul Proton Exchange Membrane
Fuel Cell - PEMFC), melyek tuzel6anyaga a
hidrogen. A PEMFC-k gyakorlati jelentéseget
az adja, hogy olyan nagy teljesitmeny leada-
sara is alkalmasak, ami az akkumulatoroknal
mar nem lehetseges gazdasagosan.

A mUkddésehez a hidrogenen kival oxigen is
szUkseéges, melyekbdl az elektromos energia
mellett viz keletkezik. A cella belseje egy anod
es egy katod terbdl all, melyet az Ugynevezett
membranelektrod-egyUttes (angolul Memb-
rane Electrode Assembly - MEA) valaszt el. A
MEA aprotoncserelé membranbdl, akeétolda-
lan talalhato katalizatorretegbdl és az azokon

AKI Kivancsi Kémikyg

AKI Kivan

csi Kémikus

LK1 Kivanes

i Kémikus

Dr. Asmaa Selim tudomanyos segéedmunkatars

Megujulé Energia Kutatocsoport, Anyag- és Kérnyezetkémiai Intézet

talalhato gazdiffuzios rétegekbdl (angolul Gas
Diffusion Layer - GDL) all. A hidrogén az anod
térbe vezetve a katalizatorréteg segitsegevel
oxidalodik, igy hidrogénion es elektron kelet-
kezik. A hidrogénion (proton) a membranon
keresztul atdiffundal a katod térbe. A memb-
ran az elektronokat nem ereszti at, ezért azok
megkerulik a membrant: a szénpapiron, vagy-
is a gazdiffuzios retegen keresztul a bipola-
ris lemezre, majd az aramszeddre kerUlnek.
Innen az elektronok, az aramszedd lapokbdl
a kabeleken at a fogyasztohoz jutnak, onnan
pedig tovabbi vezetekekkel vegul vissza a ka-
tod térbe. Ott a fogyasztorol erkezd elektro-
nok a katod katalizatorréeteg segitsegevel a
membranon atdiffundald protonokkal és az
ide betaplalt oxigennelvizze egyesuinek. Aviz
egy része megnedvesiti a membrant, a ma-
radek pedig tavozik a rendszerbdl géz forma-
jaban. A protoncserél® membranok szamara
fontos a nedvesseg, mert szarazon rosszul
muUkodnek.
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Tiizeléanyag-cellak a mindennapokban:

A cellaknak szamos olyan tulajdonsaga van,
ami miatt alkalmazasuk elénydsebb a kemi-
ai energia hagyomanyos atalakitd berende-
zéseihez kepest: kiemelkedd a hatasfokuk
(60%, vagy folotte), nem tartalmaznak mozgo
alkatrészt (mechanikai kopasbol fakadd prob-
lémakkal nem kell szamolni), illetve mikddeés
kdozben nem bocsatanak ki karos anyagokat
(mivel az egyetlen keletkezd mellektermék a
viz). Az egyedulikérnyezetterheld tulajdonsa-
ga az eldallitasabol; dontden a protoncsereld
membranként hasznalt Nafion polimer gyar-
tasabol adodik. A cella mUkddesehez egysze-
rden hidrogenre es oxigenre van szuksegunk.
Szerencsenkre az emberiseg rendelkezik egy
kivalo oxigen forrassal, ami nagyon egysze-
rden el is érhetd szamunkra: a minket korul-
vevd legkor. A levegd helyett a cella katod-
jara az oxigen tisztan is betaplalhato, amivel
a teljesitmény jelentdésen novelhetd (ahogy
a kutatasunkban késébb be is mutatjuk). A
kisérletekben hasznalt 50 cm?-es egység
kepes volt az 1 V-os feszultség és 30 A-es
aramerdsseg stabil megteremtéseére is. A
tlzeldanyag-cellas technologia jelenleg a jar-
mUiparban szerez maganak egyre nagyobb
figyelmet. Szamos automodellben (pl.: Toyo-
ta Mirai) alkalmaznak mar ilyen rendszereket,
nem s beszeélve a buszokrol, amiket mamar a
tomegkdzlekedes soran igenybe is vehetunk
(Solaris Urbino 12 Hydrogen).

1. abra: Kilénbdz6 méretl PEM tlzeléanyag-cellak

Tiizeléanyag-cellak felépitése

Ahogyan a 2. abran is lathato, a tu-
zeldanyag-cella a kovetkezd alkatrészbdl
allhat: (1) Véglapokbdl, (2) Aramszedé leme-
zekbdl, (3) Membranelektréd-Egytttesbdl
(MEA), (4) Bipolaris lemezekbdl (A mi bipolaris
lemezeinket két fél alkotta).

2. abra: A tizel8anyag-cellank alkatrészei

A tuzel6anyag-cella nagy elénye, hogy egy
kotegben egyszerre tobb MEA-t is el lehet
helyezni, ezzel ndvelve teljesitmeényét. Ebbdl
eredden vannak alkatrészek, melyek tobb-
szor is eléfordulnak egy kdtegen belul. Kep-
zeljUk el a szerkezetet Ugy, mint egy szendvi-
cset: A veglapok a ket kenyer, az aramszedok
a vaj és koztuk van a toltelek. A tolteleket al-
kotja a MEA és az azt korulvevd két-ket bipo-
laris lemez. A tolteleket elmeéletben barmeny-
nyiszer ismetelve egymasra pakolhatjuk. Egy
MEA névleges fesziltsége 1V és ahany MEAt
tartalmaz a koteg, Iényegeben annyi V erhetd
el. A MEA felUletének nagysaga pedig meg-
hatarozza, hogy mekkora aramerdsseg lehet
a celldn, vagy a kotegen (a MEAk szamatol
fuggetlenul). A feszUltség és az dramerdsseég
szorzata fogja megadni az elektromos telje-
sitményt. A 3. dbran egy 4 MEAs cellakdteg
felépitése lathato, amely a cellak mUkodeset
is szemléelteti. Az abra segitsegevel megert-
hetjuk, hogy a bipolaris lemez miert bipolaris,
mivel annak egyik oldalan az oxigen redukalo-
dik (katodkeént viselkedik), masik oldalan pedig
a hidrogén oxidalddik (anodként viselkedik).
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3. bra: 4 MEAs cellakoteg felépitése és mikodése

A bipolaris lemezek feladata a gazok egyen-
letes eloszlatasa a gazdiffuzios elektrodo-
kon (GDE), valamint az elektronok vezetese a
GDE és az aramszeddk kozott. A gazok szal-
litasahoz a bipolaris lemezek fellletén a leg-
kulonfelebb geometriaju aramlasi csatornak
Kialakitasa lehetseges.

Fontos, hogy a kdzismert étkezeési szendvi-
csekkel ellentétben a tuzeléanyag-cellakat
fokozatosan, egyenletesen eloszlatott erével
Ossze kell nyomni a megfeleld tomités érde-
keben. Ez a muvelet kulcsfontossagu, mivel
a nem megfelelé tdmités gazszivargashoz
vezet, ami a cella teljesitményének csok-
keneset, vagy rosszabb esetben robbanast
okozhat. Az 6sszenyomas a veglapok se-
gitsegevel torténik, amelyhez az 6sszehuzo
csavarok kapcsolodnak.

MEA elkészitése, cella 6sszedllitasa

A szénpapirra festékszord pisztollyal (AB-
200 Airbrush — Conrad) rafujtuk a kataliza-
tor-elegyet (ezaz Un. spray-coatingmodszer,
lasd: 4. abra), melynek aktiv komponense a
platina volt. A szénpapirra 0,15 mgPt/cm?
mennyiseget vittunk fel. A katalizatorral ella-
tott szénpapirt hivjuk gazdiffuzids elektrod-
nak (GDE). Ebbdl az elektrodbdl kettd kell,
hogy majd koze lehessen preselni a proton-
csereld membrant. A szenpapir azon tulaj-
donsagat hasznaljuk ki, hogy nagy porozita-
sy, igy a gazok kédnnyen atjutnak a feluleten
a katalizatorhoz, és emellett elektromosan
vezetd is, tehat az elektronok aramlasat is
biztositani tudja a membran fellUletével érint-
kezO katalizatorreteg es a bipolaris lemezek
kozott.

Atlzelbanyag-cellak mUkddese nagyban fugg
amembranmin&segétdl. AMEA elkészitésehez
egy elére elkészitett Nafion membranra flthe-
té préssel rapréseltik a gazdiffuzios elektrodo-
kat es az azok korul levd tavtartokat. A tavtartok
azert szuksegesek, mert a membran szeles-
sége nagyobb, mint az elektrodoké. igy ahhoz,
hogy elérjuk az egyenletes felszint, az elektro-
dok kore tavtartokat tettlnk. A préselést pres-
forma segitsegevel 120°C-on 4,5t nyomason 3
percig végeztik. A mvelet utan a kész MEAt a
presformaban hagytuk lassan kihdini.

A cellat egy erre a celra kialakitott szerel6-
allvanyon dllitottuk 6ssze. 2 db 50 cm? aktiv
fellletld MEA-boI all6 rovid cellakdteget (short
stack) épitettunk fel. A bipolaris lemezek
anyaga grafit volt. A cella részei k6zott a to-
mitést cserélhetd Viton70 (halogéntartalmu
h&- és vegyszeralld szintetikus gumi) O-gyl-
rukkel biztositottuk. A veglapok egyenletes
Osszehlzasahoz fokozatosan ndveltik a nyo-
matekot a csavarokon, egeszen 4 Nm-ig, ami
az 5. abran lathato. Ez utan a kész cellat dsz-
szekapcsoltuk a teszter berendezéessel.

5. abra: A tuzelbanyag-cella 6sszerakasa
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Tiizeléanyag-cellas mérések

A sajat tlzelbanyag-cellank elkeszitese utan
egy teszter berendezes segitsegevel mere-
seket vegeztunk, hogy tudjuk mikodeset jel-
lemezni. Ateszter biztositja a cella gazellatast
a megfelelé hdmersekleten, nyomason es
aramlasi sebesseggel, valamint a termel6do6
aram elvéetelet, a feszUltseg és aramerdsseg
mereset. A teszteren a kdvetkezd meresibe-
allitasokkal dolgoztunk:

Cellahémerseklet:  80°C, katédgaz: O,
aramlasi sebesseg: 300 ml/perc, paratarta-
lom: 30 %, nyomas: 230 kPa, anddgaz: H,,
aramlasi sebesseg: 300 ml/perc, paratarta-
lom: 50 %, nyomas: 250 kPa

Meg kellett gybézddnunk rola, hogy jol van
&sszerakva a cella, nem szivarog (tartja a nyo-
mast) és muikodik-e egyaltalan, vagyis van-e
nyilt aramkaéri potencial, amikor a katdédon
es az anodon a megfeleld gaz aramlik, de
meg nincs aram. (MUkodott; 1,779 V-ra allt
be, ahogyan az a 6. abran is lathato). Ez utan
aktivaltuk a cellat, amelynek soran a feszult-
seget bedllitjuk egy allando, alacsonyabb er-
tekre es varjuk, hogy az aram bealljon egy
allando értekre. Az aktivalas feszultsege 400
vagy 600 mV egy MEA esetén. Mi 600 mV-ot
hasznaltunk, tehat a teszteren 1200 mV-ot
allitottunk be, mivel 2 db MEAt mértunk, cel-
lakotegkent sorba kdtve. Az aktivalas célja
egyreszt a gazdiffuzios elektrodok tisztitasa
az osszeallitas soran esetlegesen belekert-
16 szennyezddesektdl, masrészt gazaramlasi
csatornak kialakitasa a GDE feluleten.

6. abra: Nyilt aramkori potencial ellendrzése

A tuzelbanyag-cellakat legpontosabban a ro-
luk felvett polarizacios (U-1) gorbék alapjan jelle-
mezhetjuk, amelyeken a cella feszultseget ab-
razoljuk az aramerdsseg, vagy az aramsuriseg
fuggvenyeben. A gorbek felveteléhez mi olyan
programot hasznaltunk, amelyben az arame-
rosseget valtoztattuk. Nyilt aramkori potenci-
alrol (OA) indultunk, majd 2 percenként 1A-rel
noveltlk az aramot addig, amig a feszultseg 800
mV ala nem sullyedt (a teljes cellakdteg fesz-
tlltségégét néztik). A tlzeldanyag-cellan egy
meressorozat keretében azt vizsgaltuk, hogy a
kulonbdzd mikodési paraméterek (a nyomas,
valamint a katod gaz O, tartalma) véltoztatasa
hogyan befolyasolja a polarizacios gorbet.

A cella élettartama kulcsfontossagu a gyakor-
lati felhasznalas szempontjabdl, ezért a MEAK
degradaciojat is mertuk, amelyhez egy EU szab-
vanyos protokollt hasznaltunk. Ezt eredetileg
tuzelbanyag-cellas  jarmulvek tesztelesehez
fejlesztettek ki. A meres lényege, hogy a cellan
lefuttatunk egy 16,4 6ras programot (DLC —Dy-
namic Load Cycle), amely 50 db ismétlédd cik-
lusbolall,ahogyanaza7.abranislathato. Magata
MEA degradaciojat lenyegeben ezzel gyorsitjuk,
illetve idezzuk eld. A protokoll szerint egy ilyen ti-
pusu és idétartamu terhelés a cellan annak felel
meg, mint amikor egy tuzelbanyag-cellas jarmu
550 km-t tesz meg (ami benzinmotoros autonal
kb.az egy tankolassal megtehetd Ut hossza). Az
50 ciklusos protokoll elétt es utan is polarizaci-
0s gorbet vettink fel. Mindketténel leolvastuk a
legnagyobb mert aramsUrlseghez tartozo fe-
szUltseget és ezek kulonbseget elosztottuk a
16,4 oraval, igy megkaptuk a cellak degradacio-
janak az erteket mikroV/h egysegben.

N
=
5]

—U 1. ciklus
—U 50. ciklus

©C B N W & U1 O N 0 ©
(V)1
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t(s)

7.abra: A degradacio létrehozasahoz hasznalt
Dynamic Load Cycle program
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Eredmények és értékelésiik

A 8. abran a kulonbdzd meresi beallitasokkal
felvett polarizacios gorbek lathatoak. A kato-
don levegét (21V/V% O,) valamint tiszta oxi-
gent (100V/V% O,) hasznaltunk. A varakozas-
nak megfeleléen tiszta O,-ben ugyanahhoz
az aramerdsseg értéekhez nagyobb feszult-
seg tartozott, mint amikor csak suritett leve-
got engedtuk a cellaparra. A levegd eseten a
nitrogentartalom lényegében feleslegesen
van jelen, emiatt kevesebb O, jut a cellara és
rosszabb lesz a teljesitmeny.

2x50 cm? rovid cellakdteg

grafit bipolaris lemezekkel
0,3 mgPt/cm?
Tce!lakiiteg =80°C

Tvizgénen‘zak =64°C

06 LEVEGG - ATMOSZFERIKUS
——LEVEGG - 250kPa

04 02 - ATMOSZFERIKUS
——02-250kPa

0 5 10 15 20 25 30
1(A)

8. abra: A katod gaz O, tartalmanak, illetve a cellaban
levé tulnyomasnak a hatasa a polarizacios gorbére

A masik valtozo parameter a nyomas beal-
litasa volt. A vilagosabb szinl gorbék eseten
nem adtunk tulnyomast a cellara; a gazok
abbdl legkdri nyomason tavozhattak. A sotet
gorbék eseteben 250 kPa tulnyomas volt a
rendszerben, amit a cella utana elhelyezkedd
hatsonyomas-szabalyzo szelep segitsege-
vel allitottunk be. Lathato, hogy a tulnyomas
megnovelte a cella teljesitmenyét, ami érthe-
t6, mivel ez mindket oldalon a gazok gyorsabb
elreagalasat, tehat hatékonyabb elektroke-
miai reakciot eredmenyezett.

A 9. abran lathato, hogy a degradacio meg-
hatarozasa soran a varakozasnak megfe-
leléen a DLC program lefuttatasa utan a
cellakdtegnek kis mertéekben romlott a telje-
sitmeénye, mivel az ott meért polarizacios gor-
be a kezdetben meért alatt fut. A cellakdteg
degradaciojanak értéke a 16,4 oras farasztas
(DLC) utan:

Polarizacids gorbék | max (5A) értékéhez
tartozo feszultsegek:

1,5041V (elbtte)

1,4693V (uténa)

DLC tesztid&tartama: 16,4h

MEAk széma: 2 db

Ebbdlaz 1 db MEAra esé degradacio értéke:

1,8
16 \
1,4

Polarizacios gorbék 50 DLC ciklus el6tt és utan
=0,8 degraddcié mértéke: 1061 uV/h/MEA

——50 ciklus DLC ELOTT
——50 ciklus DLC UTAN

0 1 2 3 4 5 6
1(A)

Kutatomunka jovéje

Atuzelbanyag-cellak szamos esetben meg-
alljak a helyuket (ahogy a mUkodd cellas bu-
szok és autok is bizonyitjak), de a kialakitasuk-
kal és mUkodesukkel kapcsolatban sok olyan
reszterulet van, amelyeket kutatva Uj, jobb
eredmenyeket; hatéekonyabb, gazdasago-
sabb, Uzembiztosabb muUkddest erhetunk el.

El6szor is, a tuzelbanyag-cellak egyik fGbb
tulajdonsaga, hogy a MEAk szama és aktiv
feluletuk nagysaga egyuttesen meghataroz-
zak a cellakoteg teljesitmenyéet es a meretet
is. A fejlesztés célja itt a minél vekonyabb bi-
polaris lemezek eléallitasa (hogy ugyanakkora
cellakdteg-terfogattal nagyobb feszultseget
érjunk el), illetve a bipolaris lemezek optimalis
aramlasi geometriajanak a kialakitasa (amivel
a MEAK dramsiriisége névelhetd).

Masodszor, jelenleg a rendelkezesre allo
hidrogent legnagyobb részet féldgazbdl,
gbzreformalassal allitjak eld. Ennek hatranya
az, hogy a kinyert hidrogen tartalmazni fog
szen-monoxidot, mely a MEA mukddeset
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karositja, mivel lemergezi a katalizatort. Ezt
ugy lehet kikiszobdlni, ha nagyobb hémer-
sekleten mukodtetjuk a tuzelbanyag-cellat,
vagy ha a MEAkhoz szén-monoxid t(iré kata-
lizatorokat tervezunk. A vizbontassal tortend
hidrogen el&allitas szélesebb kord elterjedese
szinten megoldast jelenthetne, mivel az nem
tartalmaz CO-ot.

Harmadszor, a protoncseréld membran
fobb komponense a Nafion, melynek eldal-
litasa kornyezetszennyezd hatassal jar. Ha a
tenyleges celunk a kornyezet kimelese, akkor
erdemes mas alternativat talalni.

Vegezetul, a hidrogen nagy mennyisegu ta-
rolasa egyelére nem gazdasagos. Ket lehetd-
seégvan:afém-hidrides tartalyok, vagy pedig a
szalerGsitett kompozit alapu tarolo egysegek
fejlesztése. A szalerésitett kompozitos pa-
lackok tobb hidrogent kepesek tarolni, viszont
kinyeresehez nyomasatalakitd szukseéges. A
fem-hidrides tartalyba kevesebb hidrogen
tolthetd, viszont az rogtén a felhasznalasi
nyomason fog rendelkezésre allni; nem kell
hozza visszaalakito reduktor.

Készénetnyilvanitas

Az 6t nap alatt szamos hasznos tudas-
sal lettunk gazdagabbak. Nemcsak a tu-
zeléanyag-cellakat ismertuk meg alaposab-
ban, hanem a kutatoi vilagba is betekintest
nyertunk. Mindharman jobb jovokepet kap-
tunk a kemia vilagaban es a tabor vege oOta
vissza is sirjuk a kutatolaborban toltott idot.
Utdlag is szeretnénk kdszdnetunket kinyilva-
nitani a temavezetdknek es az AKI Kivancsi
Kemikus tabor szervezdinek, akik merhetet-
len szaktudasuknak és turelmuknek hala egy
felejthetetlen élményben lehetett részunk.
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1 Kivancsi Kémikug

Polimerfizikai Kutatocsoport, Anyag- és Kérnyezetkémiai Intézet

Bevezetd

Munkank soran a f& célunk az alapvetd
mUanyagipari  feldolgozétechnologiakba,  a
mernoki tervezesbe es a muanyagipari mere-
sek folyamataiba vald betekintés volt. A mun-
kank vegere kideritettuk, hogy milyen adaléeka-
nyagokkal dolgozhatunk alebomlé mianyagok
gyartasakor, tovabba megismertik ezeknek az
adalekanyagoknak a mianyagtermekek min6-
segere gyakorolt hatasat. A tabor vegen sajat
termekek tervezesevel eés 3D nyomtatasavalis
foglalkoztunk.

Polimerek

Temank legfontosabb alapkdvekent nem
szabad megfeledkezni a polimerekrdl, hiszen
a muanyagipar elkertlhetetlen reszei ezek a
molekulak és azok szerkezetiismerete.

1. abra: Politejsav (PLA)

P N szerkezeti képlete

O

A polimer kifejezes alatt makromolekulak hal-
mazat ertik. A makromolekulak nagyszamu kis-
molsulyd molekula, monomerek 6sszekapcso-
|odasaval jonnek letre. llyen monomer peldaul
az 1. abran lathato tejsav is, mely a kutatasunk
egyik kdzponti eleme volt. Az egyedi makro-
molekulak energetikai okok miatt a gombolyo-
dott alak eléresere torekszenek; nagy meretuk
miatt pedig tdbb ponton is dsszegabalyodnak
egymassal, fizikai térhalopontokat hozva letre.
Magas hémeérsekleten nyiras hatasara a fizikai
terhalopontok egy resze lebomlik, a makromo-
lekulak nagy mozgekonysaguk miatt elmozdul-
nak egymashoz kepest, a polimer alakithatova
valik. A témank soran ily modon feldolgozhato,
un. hére lagyuld mianyagokkal foglalkoztunk.

Mianyag vagy polimer?

A polimerhez a gyartas soran kis mennyi-
segben szinte mindig adnak adalekanyago-
kat. Az adalekanyagokat tartalmazo polimert
muanyagnak nevezik.

Mintakeészités
A tabor elsd kutatassal eltoltott napjat az

ELTE TTK épuletenek muianyagipari laborato-
riumaban kezdtuk, ahol egy ketcsigas extruder
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es egy granulaloegy-
seg segitsegevel PLA/
faliszt kompozit alap-
anyagot keszitettunk.
Ezt kdvetden a BME H
epuletébenamareldre
elkeszitett PLA/PBAT
keverekbdl, tiszta PLA-
bol és a PLA/faliszt
kompozit alapanyagbol
froccsontéssel  szab-
vanyos probatesteket
allitottunk eld.

2. abra: Granulatum

Ahogy a 2. abran is latszik, granulatumokat
keszitettink egy ketcsigas extruder segitse-
gevel, amely azért fontos, mert az egycsigas
extruderekkel ellentétben ez homogen ter-
meket alliteld, igy csakilyennellehet megfeleld
granulatumot letrehozni. A homogenitas jelen
esetben a faliszt szerepe miatt volt fontos, hi-
szen a PLA-ban eloszlatva fontos volt, hogy
mindenhova gyakorlatilag ugyanolyan mennyi-
ségli kompozitanyag jusson. Erdemes megje-
gyezni tovabba, hogy a faliszt betoltése, mint
az a 3. abranis latszik, az extruder egy kesdbbi
szakaszan kerul be fékomponensunk mellé az
extruderben.

-

3. abra: Faliszt betoltése az extruderbe

Mivel az extruder arajtalévé fejjel csak hosszu
szalak gyartasat tudja kivitelezni, ezert a szala-
kat egy, a 4. abran is lathato granulaloegyseg-
be adagoltuk, amely korulbelul azonos meretd
darabokat vagle a szalbdl.

4. abra: Granulaldegység

Az igy kapott granulatumot bezacskoztunk,
foliahegesztd segitsegevel lezartuk. A granu-
latumot ezutan atvittuk a BME épuletebe, ahol
nekikezdtink a termeékkeszitesnek. A gra-
nulatumunkat az 5.a abran lathatd froccson-
tégep segitsegevel a meresekhez szukseges
5.b abra piskotaformaiba froccsontottuk, igy
a PLA/faliszt kompozit termékink, a PLA és
PLA/PBAT keverek termekeinkkel egyutt mar
majdnem teljesen keészen alltak a meresek el-
vegzesehez.

N2
\ iy "'/,.1 =z

o

5a. abra: Froccsontdegyseg
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5b. abra: A piskota alaku probatestek

Mérési elokésziiletek

A szakitoszilardsag meresehez a probates-
tunk tokeéletes volt, azonban a toresi merés
elvegzesehez meg szukseg volt par tovabbi
el6keszUlethez. Ezek kdzUl az egyik a piskota-
forma kiszelesedd fej reszenek levagasa volt,
amire a torestesztet vegzd gep kialakitasa
miatt volt szUkseg. Ezutan a toréstesztes for-
makba 2 millimeéter melyen haromszdg alaku
melyedest vagtunk, amely a téres soran, mint
mesterseéges hibahelykent mikodik. Ezt a fo-
lyamatot a 6. abran lathatjuk. Erre azért volt
szukseg, hogy minden téres eseteben a tonk-
remenetel iranyitott, megismetelhetd legyen.

6. abra: Torési mintak el6készitése

Mérések
Szakitas

Az elbkeszitett mintainkon meréeseket ve-
geztunk, elsé vizsgalataink, a szakito- es toresi
vizsgalatok eredmenyei gyakorlatilag azonnal
megvoltak.

7. abra: A szakitogep

Az anyag szakitoszilardsaganak nevezzik a
tonkremenetelhez tartozd feszultsegerte-
ket. Ennel a meresnél fontos a 7. abran lathato
szakitogep relative lassu munkavegzese, mivel
az anyag a gyors igenybevetelre egeszen mas
mechanikai jellemzdket mutat. Peldaul az Ute-
sallosag meresenél, a szakitoszilardsag mere-
sevel ellentétben, a mechanikai igénybevetel
gyakorlatilag par ms alatt megtortent. A sza-
kitoszilardsagot meghatarozd mereseknel azt
tapasztaltunk, hogy a kulonbdzé adalekanya-
gok viszonylag nagy mertékben valtoztatjak
meg az anyagaink mechanikai tulajdonsagait.
A 8.abran az alapanyagaink szakitogorbei talal-
hatoak. Lathato, hogy a PLA/faliszt kompozi-
tunk a sima PLA-hoz képest kisebb mertekben
nyult meg, de kdzel azonos erd kifejtesekor
szakadtak el. Ezzel ellentétben a PLA/PBAT
keverekunk nagyobb nyulas mellett kisebb ki-
fejtett erd mellett szakadt el. Tehat meég a fa-
liszt a termekunket merevebbe, addig a PBAT
rugalmasabba tette. Ugyanezt az eredmenyt
mutatjaaz 1. tablazatis.

70

PLA/20% faliszt
PLA

o
S
1

v
S
1

PLA/20% PBAT

8. abra: A vizsgalt
probatestek
szakitogorbéi

Huzofesziiltség (MPa)
[*) w -~

=)
1

=

T T T
2 3 4 5

o

Megnyulas (%)
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Anyag Modulus (GPa) itoszilirdsag (MPa) Szakadasi nyuls (%)
PLA 3,18 59,69 3,50
IPLA/20% faliszt 4,90 65,05 2,40
IPLA/20% PBAT 2,31 31,58 4,16

1. tablazat: A vizsgalt probatestek szakitdvizsgalatabol
szarmazo eredmeényei

Torés

Kovetkezd mereskent az utésallosagot vizs-
galtuk meg.

9. abra: A téréberendezés

Az Utesallésagot a 9. abra torOberendezese
abbol szamitja ki, hogy a lenduletben levd kala-
pacs az Utkdzes soran mennyi energiat veszit.
A torési energia es a keletkezett Uj felulet ha-
nyadosa az Utesallosag, amelyet kJ/m2 mer-
tekegysegben adunk meg. A 10. abrardl és a
2. tablazatrdl is leolvashato, hogy a PLA/PBAT
keverek esetén tortéent a legnagyobb erdkifej-
tés arepedes elindulasahoz, mig a PLA esete-
ben a legkisebb. A 11. a, b és c abrak a toresek
kozben keletkezett yj felszineket mutatjak.

200

PLA/20% PBAT

160 PLA/20% faliszt
PLA

Eré (N)

80

40

1d6 (ms)

10. dbra: A vizsgalt mintak térése soran mért eré-idd
gorbéek

Utésallosag (kJ/m?)
Anyag

dtlag szbras

PLA 2,49 0,31
PLA/20% faliszt 2,70 0,36
PLA/20% PBAT 4,01 0,24

2. tablazat: A vizsgalt mintak térése soran kiszamolt
Utesallosag ertekek

11b. abra: A PLA/20% faliszt kompozit szemcsés felszi-
nének SEM felvétele

11c.abra: APLA/20% PBAT keverék térési felszinének
SEM felvétele
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Termikus vizsgalatok

Akovetkezd ket meres akalorimetrikus, avagy
DSC, és a dinamikus mechanikus analizis,
avagy DMA vagy DMTA voltak. Ezekkel a mod-
szerekkel az anyagok szerkezetitulajdonsagait
vizsgalhattuk, mint példaul az Gvegesedés és a
kristalyosodas. Ezek alapjan, habar ismertuk,
hogy a PLA/PBAT keverekunk tobbfazisu, ezt
meressel is igazolhattuk, hiszen a PLA/PBAT
keverek DMTA gdrbejen, melyet a 12. abra
mutat, ket Uvegesedési atmenet is megjele-
nik. A DSC meres folyaman felismerttk, hogy
a keverekunk kepes a kristalyosodasra, de ezt
a froccsontés soran alkalmazott gyors hités
miatt nem tapasztaljuk. Ezt a 13. abran a 100
Celsius fok feletti csucsnalismerhetjuk fel.

2,0

PLA/20% PBAT

tand (-)

0,8

0,4

0,0 T T T
-50 0 50 100 150

Hémérseklet (°C)

12. abra: A DMTA mérés eredménye

PLA/20% PBAT
1. felfités

lehiités —_

Hoéaram (mW)

2. felfiités

lendoterm

. . T T T
40 0 40 80 120 160 200
Hémérséklet (°C)

13.abra: A DSC mérés eredménye

3D tervezés és nyomtatas

Harmadik munkanapunkon megkezdhettuk
a 3D nyomtatassal keszuld testek modelle-
zeset. A valasztott mintank, amit megtervez-

hettunkaz ELTE TTKlogdja, illetve egy sarkany
volt, amiket kulcstartokent szerettink volna a
kesdbbiekben hasznalni. A tervezés folyaman
ket programmal dolgoztunk. Az egyik ezek ko-
zUl a Blender volt, ami egy kozkedvelt, ingye-
nes es nyilt alkalmazas a 3D modellezések so-
ran. A masik programunk a Craftware volt, ami
a nyomtatonk sajat programja. Ez utobbival
szeleteltuk fel és dolgoztuk at a modelljeinket
a nyomtato szamara is értelmezhetd kod for-
maba.

14. abra: K6z6s modellezés

A modellezés megkezdesehez a Blender
program alapvetd hasznalatanak megtanula-
saravoltszukseg. A 14. abran eppen ezt tettuk.
Ez kifejezetten nehezen indult, de a késébbi-
ekben egyre kdnnyebbnek bizonyult. A prog-
ram alapvetd megismerese utan mar kicsit
jobban belerazédtunk a munkafolyamatba es
megis kezdhettuk a modellezest. A modellink
henger alapot kapott, amit egy masik henger-
rel kifurtunk”, igy egy tal szerl testet kaptunk.
EnnekatestnekazuregebekertltazELTE TTK
logdja. A kesz modelltinket a 15. abra mutatja.

15. abra: Modellink a programban

20 | AKIKivancsi kémikus 2023

Ezutan a kész modellunket STL fajlforma-
tumba exportaltuk, majd a Craftware szoft-
verben szeleteltiuk. Ez azért fontos, mert a
nyomtatd egymasra huzott retegekbdl epitifel
a termekeinket, ami szUksegesse teszi a sze-
letelés lepeset, ahola modellinket ilyen kilon-
bdzé retegekre bontjuk. A szoftverben bealli-
tott adatok szerint a program automatikusan
megtervezi a retegzes lepeseit es a retegek
egymasra fekteteset.

Nyomtatas megkezdése

Ezutan a modell szeletelt gepi kodjat a nyom-
tatoba feltdltve mar csak a filament beflzese
maradt hatra a nyomtatas megkezdese eldtt.
Ezt egy, az altalunk valasztott filamenttel el is
vegeztuk, igy megis kezdhettlk a nyomtatast.
Ezt mutatja a 16. abra. Ezutan a keszterme-
keinket megvizsgaltuk egy mikroszkop alatt is,
es szemmel lathato volt a rétegzési folyamat
negativ oldala, miszerint a termekunk egyal-
talan nem egy homogen test, hanem inkabb
Osszeolvadt szalak dsszessege, ami nagyban
csokkentheti a termekunk mindseget, ahogy
ezal7.abranislatszik.

17.abra: A nyomtatott termékek szerkezete mikroszkdp
alatt

Osszegzés

A tabor soran megtanultuk, hogy mik is azok
a polimerek, illetve az adalekok. Sajat kom-
pozitot keszitettunk, majd ebbdl termekeket
gyartottunk. Mas anyagokbdl eldre legyartott
termekekkel &sszehasonlitva megallapithat-
tuk, hogy miben és hogyan befolyasoljak az
adalekanyagok a muUanyagunk szerkezetet,
min&seget. Megtanultuk a modellezési folya-
mat kuldonbdzo lepeseit, es ezt hasznalva sa-
jat termekeket gyartottunk egy 3D nyomtato
segitsegevel. Kesdbbiekben a kulonbozd ter-
mekeket megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy
a nyomtatoval keészitett termékeink minésége
joval gyengebb a froccsontotteketd!, hiszen
a froccsontes folyaman egy homogen testet
kapunk, amely joval stabilabb a nyomtatas so-
ran, szalhuzasos technologiaval keszitett ter-
mekekhez kepest, melynek egyes szalai kozt
akar levegd is talalhato. Ezen folyamatok soran
vegig lebomlo alapanyagokkal dolgoztuk, igy
egyben megtanultuk azt is milyen sokfélekep-
pen lehet ezeket az anyagokat kombinalni, fel-
hasznalni. Osszegezve mondhatjuk azt, hogy
rengeteg rendkivul hasznos dolgot tanultunk
a taborban, illetve ezt mind egy kiemelkedben
JO kdzegben tehettuk, ahol kordl voltunk veve
sok, rendkivul tehetseges emberrel, ami mar
dnmagaban hatalmas élmeny volt.
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Kutatocsoport:

A polimergélek kemigja izgalmas, emellett
rendkival hasznos terulet, amelybe a 2023-
as AKI Kivancsi Kemikus taborban bepillantast
nyerhettlink. A tabor soran nemcsak a polimer-
kemia elméleti alapjaival ismerkedtink meg, ha-
nem sajat kezlleg is elkeszithettuk Sket a labo-
ratoriumban.

A polimerek kovalens kdtéssel dsszekapcsolo-
do monomerekbdlallé makromolekulak, am nem
keverenddek dssze a mUanyagokkal. A mUanya-
gok ipari uton, mestersegesen eldallitott anya-
gok, melyek a polimerekbd! kulonfele adaleka-
nyagok hozzaadasaval készulnek. A polimereket
tobbféle szempont alapjan csoportosithatjuk.
Lehet a szerkezetUk akar terhalds, mint a bake-
lit, de akar linearis is, mint a polietilen. A polimerek
nem csak mestersegesen hozhatok letre, de a
termeészetben is talalkozhatunk veluk, mint pel-
daul celluloz.

Tovabba a polimereket csoportosithatjuk szer-
kezetuk alapjan: homopolimerekre vagy kopoli-
merekre. Ahomopolimerizacio soranegyféle, mig
a kopolimerizacio soran ket vagy tobbfajta mo-
nomerbdl allo polimer jon letre. Eldallitas modia
szerint lehet lanc- vagy lepcsds polimerizacio. A
lancpolimerizacional szuksegunk van egy inicia-
torra, mig a lépcsds polimerizacional nincs szUk-
seég. Ennél a csoportnal a reakcio kdzben kivalhat

Polimer Kémiai Kutatocsoport, Anyag- és Kérnyezetkémiai Intézet

egy kisebb molekula. Ebbe a csoportba soroljuk a
poliaddiciot es polikondenzaciot. A lancpolimeri-
zacionak tobb fajtaja van: gyokos, ionos es koor-
dinativ. Munkank soran terhalds polimereket alli-
tottunk elé gyodkds lancpolimerizacioval.

A gydkds mechanizmusu  lancpolimerizacio
soran monomer molekulak kapcsolddnak egy-
mashoz szabadgyokok segitsegevel. Ezaltal po-
limereket alkotnak. A szabadgyokdk olyan ato-
mok vagy molekulak, amelyeknek parositatlan
elektronjuk van a kulsé hejon, es ezert nagyon
reaktivak. Ezen mechanizmus harom & lepesbdl
all: inicialas, lancnévekedés es lancletéres (azon
belullanczarodas).

Az inicialas soran egy gyokkeépzd vegyulet (inici-
ator) bomlik szabadgydkdkre hé, fény, sugarzas,
vagy egyeb hatasra. A miesetinkben ezt egy koi-
niciator idezte eld. A koiniciator egy olyan vegyu-
let, amely segiti az iniciatort a gyok kepzesben.

A szabadgydkok reagalnak a monomer mole-
kulakkal, esigy makrogydkoket kepzddnek. Ame-
lyek tovabbi monomer molekulakkal reagalnak, és
igy a polimer lanc névekedni kezd, tehat alancre-
akcio elindult. Ez alancndvekedesifazis.

A lanczarodas soran a polimer lancok leza-
rodnak, amikor két makrogyok egyesul, vagy
amikor egy makrogyok elvesziti a parositatlan
elektronjat.
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Gyokds polimerizacidval sokfele polimert eld
lehet allitani, peldaul polisztirolt vagy polivi-
nil-kloridot.

Munkank f& celja volt megismerkedni a po-
limerkemiaban hasznalatos eszkdzokkel,
maodszerekkel, es eldallitani kulonbdzd ter-
halos polimereket. Célkitlizeseink kozé tarto-
zott tulajdonsagaik szisztematikus vizsgalata
Kulonbdzo dsszetetel szerint. Majd az igy ka-
pott terhalok dsszehasonlitasa meresekkel,
Kulonbdzd korulmenyek kozdtt: duzzasztas,
mechanikai tulajdonsag es termoreszponziv
tulajdonsag vizsgalata.

A mintak eldallitasahoz az 1. abran feltun-
tetett anyagokat hasznaltuk. Monomerkent
N,N-dietil-akrilamidot (DEAAmM) és N-izop-
ropil-akrilamidot (NIPAAmM), keresztkotdkeént
az N,N'-metilén-biszakrilamidot (MBAAmM).
Iniciatorként kalium perszulfatot (KPS), koini-
ciatorkent pedig N,N,N',N’'-tetrametil-etilen-
diamint (TMEDA).

CH,=CH CH2=<|:H
c=o0 T:O
| CH, CH,
NH Il Il
/7 \ | CH—C—NH—CH,—NH—C—CH
CH, CH, CH Il 1
/\ o <]
CH; CH, H;C  CH
N,N-dietil-akrilamid N-izopropil-akrilamid N,N’-metilén-biszakrilamid
(DEAAm) (NIPAAm) (MBAAm)
CH.
0 3
. g o ﬁ o- HsC /CH,—N<
K-O,IFO— ~5-0"k+ \N_CMZ \cH,
0 I /
o H,C
Kalium perszulfat N,N,N’,N’-tetrametil-etiléndiamin
(KPS) (TMEDA)

1. abra: Szintézis soran felhasznalt anyagok

Az 1. téblazatban lathato parameéterek alap-
jan allitottuk elé a kulénbdzd mintakat. Ezek-
ben a keresztkotd (MBAAmM) aranyat valtoz-
tattuk. A szintézist oldoszer, desztillalt viz
jelenleteben vegeztik. A tdrzsoldatok kon-
centracioja: cMBAAmM = 20 mgml-1, cKPS =
50 mgml-1, cNIPAAM =250 mgml-1.

Bemért tomeg (mg) Bemért térfogat (pl)
Mintaazonosité
M MBAAmMm KPS M MBAAm KPS Viz
§20230711_001 | 100 1,4 2,4 400 68,1 48,3 484

NIPAAm $70230711_002 | 100 0,9 24 | 400 45,4 48,1 506
§20230711_003 | 100 0,7 24 | 400 34,1 48,0 518

KK230711_001A | 100 1,2 21 108 60,6 42,9 788
DEAAM  KK230711_001B | 100 0,8 2,1 108 40,4 42,8 809
KK230711_001C | 100 0,6 21 108 30,3 42,7 819

1. tablazat: P(DEAAM-I-MBAAmM) és P(NIPAAmM-I-MBA-

Am) térhalos polimerek bemérési adatai. A tablazatban az

M a monomert jeldli.

A szintézis (2. abra) 4°C-on, 12 ¢ra alatt ve-
geztik. Am a keletkezett gélek (3. &bra) még
tartalmazhattak szennyezddeseket, el nem
reagalt monomereket, dimereket, oligome-
reket, vagy a felhasznalt anyagok maradekait.
Ezért az elkeszult mintakat desztillalt vizzel
extrahaltuk.

NIPAAm _
v. KPS/TMEDA 45' . d. H,0
4°C,12h S
+ H,0 %3:
MBAAmM

2. abra: A szintézis és extrakcio menete.

3. abra: Szintetizalt PNIPAAmM tartalmi minta
(SZ0230711_003) az extrakcio elétt (balra) és utan (jobbra).

Geélhanyad ertéket az 1. egyenlet szerint
szamoltuk ki. Aholaz mbemeért az 6sszes be-
mert reaktans tdmege, €s az mext az extrak-
cios maradek tomege.

I 4 ’ m , _m
Gélhanyad% = —Lemert —ext
Mpemért

(1)

Ameghatarozott gélhanyad értékek (4. abra)
minden mintanal kdzel 90 %-os ertekeket
mutatnak, igy elmondhato, hogy a szintézisek
sikeresek voltak.

100 = = = = = = = = = = = = =

Gélhanyad (%)
B [=2] [}
o e e

N
o
L

B P(NIPAAm--MBAAm)
A P(DEAAM--MBAAm)

0 r r . . . r .
04 05 06 07 08 09 10 1,1

Keresztko6to tartalom (%)

4. abra: P(DEAAM-I-MBAAmM) és P(NIPAAmM-I-MBAAmM)
mintak gélhanyad értékei kilénbozd keresztkotd tartalom
szerint.

www.ttk.hu/aki/kutatotabor | 23



A gélek egyensulyi duzzadasanak vizsgala-
tahoz a 2. egyenletet segitsegeével kiszami-
tottuk a duzzadasi fokokat. Ahol az mduzz.
vizben duzzasztott gel tdmege, és az msza-
raz kiszaritott gél tomege.

Q _ Mgyzz —Msziraz
e =

Msziraz

(2)

Amikor az adott polimer mar nem keépes
tovabbi oldoszerfelvetelre, akkor elerte az
egyensulyi duzzadasi fokot. A mintak egyen-
sulyi duzzadasi fok ertekeit abrazoltuk az 6sz-
szetétel szerint (5. abra) Jol lathatd, hogy mi-
nel tobb keresztkotdt tartalmazott a minta,
annal kevesbe duzzadt meg az anyag.

24001 A B P(NIPAAm--MBAAmM)
2200 - A P(DEAAM-I-MBAAm)
2000
1800

_ A

£ 1600

&' 14004
1200+ A
1000
800 ]
600

—_—
04 05 06 07 08 09 10 11
Keresztk6to tartalom (%)

5.abra: P(DEAAM-I-MBAAmM) és P(NIPAAm-I-MBAAmM)

mintak egyensulyi duzzadas értékei kilénbdzd keresztkdtd

tartalom szerint, desztillalt vizben duzzasztva.

Ezek utan vizsgaltuk a gelek termoreszpon-
ziv tulajdonsagat. Megfigyeltuk, hogy 27 °C-
on atlatszoak voltak, majd melegités hatasa-
ra, 63 °C-on beopalosodtak eés a térfogatuk
lecsokkent (6. abra).

6.abra: Az SZ0230711_003 minta termoreszponziv
tulajdonséaganak vizsgalata, 27 °C-on (balra) és 63 °C-on
(jobbra).

A hémerseklettdl valo fuggest a kdvetkezd-
keppen vizsgaltunk. 27 °C-on megmertuk a
gel metszetének atmerdgjet, majd ezt meg-
ismeételtuk a kulonbdzd mertekben felme-
legitett allapotukban is. Ehhez a 3. egyenletet
hasznaltuk. Ahol a dT.: minta atméréje T h6-
mersékleten, és a: dO: minta atmérdje 27 °C
h&émersekleten.

3
Vr dr
T = () - 100%
Vo do

(3)
A kapott eredmeényeket a 7. abran abrazol-

tuk. A grafikonokbdl megfigyelhetd, hogy me-
legités hatasara a térfogatarany csokkent.

100+ P(DEAAM--MBAAm)
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80
_ 0]
£ 604
= 50,
< 40
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100 P(NIPAAM--MBAAmM)
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£ 60
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< 40
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T (°C)

7.abra: AKK230711_001A (fent) és SZ0230711_003
(lent) térfogatvaltozas értékei a hémérséklet fliggvényé-
ben.
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Végul a mechanikai vizsgalat soran megha-
taroztuk a kotérhalok latszolagos rugalmas-
sagi modulus értékeit. Ehhez a 4. egyenletet
hasznaltuk. Ahol a : a mechanikai feszUltség,
a G: a Young modulus, és a A: a relativ defor-

o=6(-3)

(4)

A Neo-Hook torvény alapjan a kapott egye-
nes meredeksege a rugalmassagi modulus
erteket fogja megadni. A DEAAmM-ot tartal-
mazo mintak Young modulus értéekei 18,03-
36,51 kPa kozott, a NIPAAm-ot tartalmazo
mintak ertékei 12,89-24,20 kPa kozott val-
toztak.

Osszefoglalasként: a tabor alatt megismer-
kedhettunk a polimerkemiaban szUkseges
eléallitasi modszerekkel es mUszerekkel.
Sikeresen eldallitottunk 1-1 sorozatban P(-
NIPAAM-I-MBAAmM) és P(DEAAM-I-MBAAM)
terhalos polimereket. Majd ezeknek megvizs-
galtuk a fizikai tulajdonsagaikat: duzzadasi, és
mechanikai tulajdonsagok, termoreszponziv
viselkedés.

Ezalatt az egy het alatt nagyon sok mindent
tanultunk. Belepillantottunk, hogy milyen a
kutatoi élet, mikre kell odafigyeljunk, €s meny-
nyi turelmet és elszantsagot is igényel ez a
munka. K6szénjuk szépen a témavezetdink-
nek, Eszternek, Bencének és Aronnak mind-
azt, amit abban az egy hétben kaptunk toéluk.
Es nem utolsd sorban szeretnénk kdszdnetet

mondani a tabor szervezdinek, hogy egy ilyen
lenylgozd tabort szerveztek es egyutt tolt-
hettUk ezt az egy hetet!

www.ttk.hu/aki/kutatotabor
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Kutatocsoport:

Az extracellularis vezikuldk (EV-k) az extra-
cellularis térben talalhato kettds-foszfolipid
membrannal hatarolt sejt eredetl nanore-
szecskeék (1. abra), melyek kutatasa 2010

Extracellular Vesicles

1. abra: Extracellularis vezikulak sematikus abraja (forras:
https:/www.researchgate.net/profile/Madhan-Jeyara-
man/publication/361998395/figure/fig2/AS:11777931
94921999@1657819188839/Composition-of-extra-
cellular-vesicles-A-typical-E\/s-consists-of-Lipids-pro-
teins.png) és elektronmikroszkdpos felvétele

utanindult robbanasszerl fejlédésnek. A test
szinte &sszes sejtje bocsajt ki vezikulakat,
amelyek exocitozissal vagy a sejtmembran
lefUz6desével kerUlnek a sejtkozotti térbe.
Szerepuk szerteagazo: fontos resztvevok az
intercellularis kommunikacioban, képesek a
sejtek kozott mikroRNS-t szallitani, valamint
az extracellularis vezikulak kibocsajtasa arra
is alkalmat ad, hogy a sejt eltavolitsa magabdl

Bioldgiai Nanokémia Kutatdcsoport, Anyag- és Kérnyezetkémiai Intézet

a karos vagy felesleges anyagokat. Kulonbo-
z6 fiziologias es patologias folyamatok soran
megvaltozik a sejtek altal kibocsajtott veziku-
lak Osszetétele és mennyisege, lehetdseget
adva a vezikulak kulonbdzé testfolyadekokbol
— peldaul verbdl — valo izolalasa utani diag-
nosztikai alkalmazasukra. Emellett - a lipo-
szomakhoz hasonloan - az extracellularis ve-
zikulak is alkalmasak lehetnek biokompatibilis
hatdanyag-szallitasra. Altaldban méret- és
eredet-alapjan csoportositjak az EV-ket, de
a terminoldgia meg nem univerzalisan elfo-
gadott. Megkuldonbdztetnek kis, kdzepes és
nagymeretu vezikulakat.

Célkitiizés

A 2023-ban megrendezett 13. AKI Kivancsi
Kemikus Kutatotabor keretein belul voros-
vertest eredetl extracellularis vezikulakkal
dolgoztunk, melyeket a kutatas elejen mi
izolaltunk vermintabdl. Kitlzott celunk volt
meretlk és OsszetetelUk vizsgalata; az at-
lagos hemoglobin szint, az atlagos feherje
tartalom, illetve a spektroszkopiai fehéerje-li-
pid arany merese. A kutatas soran azt is vizs-
galtuk, hogy a vezikulakepzddest eldsegitd
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1'. l/ i

2. abra: CL-2B méretkizarasos kromatografias oszlop
téltese

kalcium-ionoforos indukalas idétartama ho-
gyan befolyasolja a vezikulak dsszetetelet és
mindseget.

Elékésziiletek

Az izolalas megkezdese elétt eldkeszitet-
tuk a késdbbiekben felhasznalt anyagokat és
eszkozoket. Ket puffer oldatot — egy TBS
puffer oldatot (TRIS és NaCl sok; pH=7,5) ké-
szitettlnk, illetve PBS puffer oldatot (dinatri-
um-foszfat és NaCl sok; pH=7,4) meértunk ki
— és egy CaCl, oldatot (c=100mM) keszitet-
tnk, valamint két CL-2B oszlopot is (2. abra)
toltottunk, amiket az izolalt vezikulak tisztita-
sa soran hasznaltunk fel.

Az EV-k izolalasa

A kisérletek soran ket mintaval dolgoztunk.
A vezikulak izolalasa (3. abra) két oraval a vér-
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3. abra: CL-2B méretkizarasos
kromatografias oszlop téltése

vetel utan kezdddott, igy a vorosvertestek-
nek volt ideje lellepedni a vérveteli csovek
aljara. Els6 lépéskent a feltllszo rész, a plaz-
ma kerult eltavolitasra. Ezt kdvetben a min-
takat terfogatuk haromszorosara higitottuk

4. abra: \/orosvértest koncentratumok

TBS pufferoldattal (4. abra), majd centrifu-
ga segitsegevel atmostuk dket. A felluluszo
reszt eltavolitottuk, majd az atmosast meg
egyszer megismeteltuk. A kovetkezd lepeés
a Vvorosvertestek vezikulakibocsatasanak
indukalasa volt: ugyanannyi kalcium-klorid
oldatot és ugyanannyi kalcium ionofort ad-
tunk mindket mintahoz, igy névelve a kalci-
umionok vordsvertestekbe vald bejutasanak
merteket. Ezek utan a ket mintat kulonbozd
id6tartamokra inkubatorba helyeztuk 37°C-
on: az egyiket 60 percre, amasikat 15 percre.
Az inkubalas idejének leteltével ujfent cent-
rifugaltuk a mintakat, lellepitve a vorosver-
testeket. Ez alkalommal a felUliszo resszel
dolgoztunk tovabb, azt helyeztuk at egy-egy
Ujabb eppendorf csébe. A ket mintat magas
fordulatszamon 30 percig centrifugaltuk, igy
kulonvalasztva a vezikulakat és a felesleges

5. abra: Centrifugalas utani pelletek —vordsvértest
eredetl vezikulak
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felUluszot. A mintak aljan vordses-rézsaszin
pelletek voltak lathatoak (5. abra). A mintak- °"‘°°‘°"
hoz a fellUluszo eltavolitasa utan PBS puffe-
roldatot adtunk és felszuszpendaltuk benne
a pelleteket (6. abra). Az izolalas utolso lépé-

Scattered light

Ul

Time

8. abra: Dinamikus fényszoras (DLS) sematikus dbra-
Ja (forrés: https:/wiki.anton-paarcom/fileadmin/wiki/
images/The_principles_of_dynamic_light_scattering/
dls_2_new.JPG)

6. abra: A felszuszpendalt vezikula mintak

sekent CL-2B geéloszloppal SEC meéretkiza-
rasos kromatografiat vegeztunk, mely célja a
vezikulak megtisztitasa a naluk kisebb mere-
tl szennyezoktdl (pl. oldott fehérjék). Ennek
eredmenyeként kaptuk meg a mar elemzés-
re kész mintakat (7. abra).

7.abra: Elemzésre kész, tisztitott vezikula mintak

Dinamikus fényszérasmérés (DLS)

A dinamikus fényszorasmeres egy olyan
analitikai modszer, amely lehetdve teszi a
nanometeres tartomanyu részecskek me-
retének és meéreteloszlasanak vizsgalatat.
A technika a részecskek Brown-mozgasan
alapul. A részecskekrdl szétszorodo feny in-
tenzitasat méri lézer segitségével (8. abra).
A két minta vizsgalata soran monodiszperz
eloszlast tapasztaltunk (9. abra), azaz csak
egy merettartomanyba esd részecskeket

Intensity Distribution
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9. abra: £\ minta méreteloszlasa (DLS eredmény)

mertunk, melyek a 200 nanometeres tar-
tomanyba estek. Az atlagos atmerd a ket
minta esetében kisse elterd volt: 196,79 nm
a 60 percig inkubaltban, és 179,32 nm a 15
percig inkubaltban (10. abra). A mérés soran
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10. abra: EV mintak dtlagos méretei (DLS eredmény)

az intenzitast (beltésszamot) is vizsgaltuk,
ami aranyos a koncentracioval es moleku-
latdbmeggel. Az elsd mintaban 353,172 ér-
teket mertunk, mig a masodikban valamivel
kevesebbet, 313,161-t (11. abra). Az ered-
menyek igazoltak, hogy a mintak EV-ket tar-
talmaznak, hiszen a részecskek a megfeleld
merettartomanyba estek. A mérések arra is
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11. abra: DLS mérés soran mért belitésszamok (inten-
zitas)
utalnak, hogy a kalcium-ionoféros indukalas

idotartamanak ndvelésével né a vezikulak at-
lagos atmerdje és koncentracioja.

EV-k hemoglobinszintjének mérése (UV-
Vis spektroszkopia)

A hemoglobintartalomn meghatarozasahoz
UV-lathatd spektroszkopiat —alkalmaztunk.
Elsé lepeskent egy hemoglobin tdérzsoldatot
keszitettunk, amelynek felvettuk az UV-Vis
spektrumat és meghataroztuk a maximum
elnyelesi  tartomanyanak hullamhosszat
(A=410 nm) (12. abra, bal). A torzsoldatbol
ismert koncentracioju oldatsorozatot higi-
tottunk, majd 410 nm hullamhosszon mérve
mertuk az abszorbanciat, igy keszitve egy ka-
librald egyenest (12. dbra, jobb). Ezt kbvetben
a 15 perces és 60 perces mintakat eredeti,
valamint kétszeres térfogatra higitva is meg-
mertuk. Az atlagos hemoglobinszint az ere-
deti 60 perces mintaban 0,442 mg/ml, illetve
a 15 percesben 0,222 mg/ml volt. (kép.15)
Tehat a kalcium ionofdéros indukalas idejenek
novelesevel ndtt a mintak hemoglobintartal-
ma, ami szintén a megnovekedett vezikula-
koncentraciora utal.
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Bradford kolorimetrias moédszer

A Bradford kolorimetrias modszerrel veg-
zettvizsgalatnak a célja a mintakban talalhato
fehérjék koncentraciojanak kimutatasa indi-
rekt modon. A modszer a Coomassie-festek
abszorbancigjan alapul. A Coomassie-fes-
tek ugyanis fehérjehez kotddve szinvalto-
zast eredmeényez (13. abra). Elsé Iépésként

‘ “ =
~ greiner bio-one  [[GT E211034U 8 2025-00-19

o 55

13. abra: Bradford kolorimetrias modszer (96 lyuku télca)

egy fehérje torzsoldatot készitettunk, ezt
pedig ismert koncentraciokra higitottuk. Az
igy kapott fehérjeoldatokhoz hozzaadtuk a
festeklnket és UV-lathato spektroszkopia-
val merve egy kalibracios egyenest keszitet-
tink (14. abra). Ezek utan a két mintat, a 15
perceset és a 60 perceset festettuk meg:
el6szdr az eredeti higitassal, majd a mintak
ketszeresre higitasaval. Az igy kapott erte-
kekbdl a kalibracios egyenes segitsegevel ki
tudtuk szamolni a mintak atlagos fehérjekon-
centraciojat. Ez a 60 perces mintaban 0,32
mg/ml, a 15 percesben pedig 0,25 mg/ml
volt. A hemoglobintartalommal dsszevetve
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12. abra: Hemoglobin térzsoldat UV-Vis spektruma (bal) és a kalibréld egyenes (jobb)
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Kalibracios egyenes
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14. abra: Bradford kolorimetrias modszer kalibrald
egyenese

a latszolagos kevesebb dsszfeherjetartalom
a modszer indirekt voltaval magyarazhato. A
detektalashoz hasznalt festek valoszinlleg a
vezikulak belsejeben levd ugynevezett ,car-
go” feherjekkel nem lepett reakcioba, igy a
valosnal kisebb koncentraciot merunk.

Infravoros (FT-IR) spektroszkopia

Az infravords spektroszkopia a molekulakat
alkotd funkcios csoportok karakterisztikus
rezgeseit detektalja. Extracellularis vezikulak
esetében a fehérjek jellegzetes rezgesi sav-
jainak mérése altal (15. abra) - egy elézete-
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15. abra: A vezikula mintakrol kapott IR szinképek

sen elkeszitett kalibralo sorozat segitsegevel
- direkt médon meghatarozhatd a feherje-
koncentracio. A 60 perces minta feherjekon-
centracidja 0,77 mg/ml, a 15 perces mintae
pedig 0,40 mg/mlvolt. Az IR spektrumban jol
elkulonulnek a fehérjékre (peptidkotés) és a
lipidekre (acil szénlanc —CH, csoportjai) jel-
lemz& IR elnyelési savok, igy egy Ugynevezett
spektroszkopiai fehérje/lipid aranyt is meg

tudunk allapitani. Ez a spektroszkopiai feher-
je/lipid arany a hosszabb ideig inkubalt minta-
ban kisebb (1,18), mint a 15 perces mintaban
(1,43), amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy
az EV indukalas idétartama nemcsak a vezi-
kulak meéretet és koncentracidjat befolyasol-
ja, hanem kémiai 6sszetételét is.

Osszegzés

Az EV-K, bar orvosdiagnosztikai szempont-
bol rendkivul igeretesnek bizonyulnak, izola-
lasuk, kimutatasuk és jellemzésuk sok szem-
pontbdl nehézseget jelentenek. Ugyanis
ezek a nanoreszecskek meretukben és 6sz-
szetetelUkben is igen kulonbdzdek lehetnek.
A kutatasunk célja a vordsvertest eredetl
EV-k éppen ezen tulajdonsagainak vizsgalata
volt, kulonbdzd modern analitikai modsze-
rek alkalmazasaval. Kifejezetten arra voltunk
kivancsiak, hogy a kalcium-ionos indukalas
mikent befolyasolja a vezikulak mindseget és
mennyiseget. A hosszabb indukalas tobb és
nagyobb atlagos atmerdju vezikulat eredme-
nyezett. A feheérje-lipid arany viszont csok-
kent az indukalas hosszaval. Valoszinlnek
latszik, hogy a vorosvertestek elészor feher-
jekben gazdagabb vezikulakat bocsajtanak
ki (a fehérjéktdl igyekeztek megszabadulni),
késébb valtozik a kibocsajtott vezikulak 6sz-
szetétele (16. abra).

Osszegzés |60 perces|15 perces|
Atlagos atmérd (nm) 197 179
Atlagos hemoglobin szint (mg/ml) 0,442 0,222
Atlagos fehérjetartalom (Bradford) (mg/ml) 0,32 0,25
Atlagos fehérjetartalom (FT-IR) (mg/ml) 0,77 0,4
Spektroszkopiai fehérje-lipid arany 1,18 A3

16. abra: A vezikula mintak jellemzése: 6sszefoglald
tablazat

A tabor soran betekinthettlink a laboratori-
umi munkaba, és sokféle analitikai modszert,
muszert ismertunk meg. Ezdton szeretnénk
kdszonetet mondani témavezetdinknek és a
tabor szervezdinek az itt eltoltott elmenyek-
ben és tudomanyos munkaban egyarant dus
fantasztikus hétért.
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Budai Ciszterci Szent Imre gimnazium
Témavezetok:
Dr. Wacha Andras tudomanyos munkatars

Dr. Varga Zoltan kutatocsoport vezetd

Kutatocsoport:

Kérnyezetkémiai Intézet

Szoraskisérletek

Kutatotabori temank a kisszogl rontgen-
szoras koreé epult. De mi is az a szoras? Az
ilyen kiserleteknél altalaban az anyag szerke-
zetere vagyunk kivancsiak, ezért sugarzast
engedunk ra. A nyalab és a minta valamilyen
kolcsdnhatasba lep egymassal és ez alapjan
a koélcsonhatas alapjan tudunk kovetkeztetni
a minta szerkezetére. Az 1. abran lathatjuk,

Stlagolés

Sz6rt sugarak Szorési kép Szorési gorbe

N\ AN

Sz6r6kdzeg o \
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Intenzitas (1/cm x 1/sr)

1. abra: Egy tipikus szoréskisérlet seméja (balra); a szora-
sikép és a szorasi gorbe kapcsolata (jobbra)

hogy ez hogy néz ki a valésagban. Amikor a
nyalab talalkozik a mintaval és szétszorddik,
a detektor ezt szort sugarat erzeékeli, és ez
alapjan készit egy szorasi kepet. A szorasi kep
korszimmetrikus €s nehezen kezelhetd, ezért

Bioldgiai Nanokémia Kutatdcsoport, Anyag- és

ebbdl még kell csinalni egy szoérasi gorbét,
amirél sokkal konnyebben leolvashatoak az
adatok.

Kissz6gi rontgenszoras (SAXS)

Mint minden meérési modszernek, a kisszogu
rontgenszorasnak is megvannak az elényei,
illetve hatranyai. Egyik legnagyobb elénye,
hogy metroldgiai (méréstudomanyi) szem-
pontbdl igen pontos adatokat nyuijt, illetve a
meresi eredmenyek statisztikailag reprezen-
tativak. Nem invaziv eljaras, tehat roncsolas-
mentes, nem igenyel mintaeldkeszitest es a
meres soran kevesebb mutermek keletkezik.
A szubjektiv. emberi tényezdk jol kikiiszobol-
hetdk, példaul az elektronmikroszkoppal ké-
szitett felvetellel szemben, ahol a kutatonak
kell sajat kezlleg meghuznia a nanorészecs-
ke hatarat. Tovabba kivaloan automatizalhato
a meres. A tabor soran delutan elinditottuk a
merest, ¢jszakara hagytuk dolgozni és mas-
nap reggelre meg is lettek az eredmeénye-
ink. Hatranya viszont, hogy a laboratoriumi
berendezések esetén hosszu a meresi id6
(egy éjszakan at tartott), azonban ez a szink-
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rotronoknal akar nehany milliszekundumra is
lerovidithetd. Ezenkivul a kisszdgU rontgen-
szoras nem direkt modszer, az eredmeények
kiertekelése bonyolult. Nem rutin modszer,
valamint a komplex, heterogén mintak vizs-
galatara kevesbé alkalmas.

A CREDO berendezés és a méréseink

Kolliméaci6 harom kor-apertiraval

Az utolsd mintank a kollagén volt, melyben a
rostok elrendezddéseére, illetve azok tavol-
sagara voltunk kivancsiak. Kollagent hasz-
nalnak a kozmetikaban, a sejttenyeésztéshez,
valamint az inak és a kdtdszovet fontos alko-
tojais.

Szért rontgensugarzas

:
L)

Beesd sugarnyalab Cserélhetd terjedési cs6| | | Kétdimenzids
Mintakornyezet, helyérzékeny
Rontgengenerator T — == Y detektor
multiréteges optikaval ———_— Primernyalab-fogo
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2. abra: A CREDQ berendezés blokkséméja (fént) és panoramaképe (lent)

A tabor soran a méreéseinket a TTK-ban ta-
lalhatd CREDO nevezetl berendezéssel (2.
abra) hajtottuk végre. Hazankban ez az egyet-
len kisszogU rontgenszorasi berendezes.

A munkank soran a meresekhez igyekez-
tlnk olyan mintakat valasztani, amik amel-
lett, hogy a kisszdgl rontgenszoras adta
lehet&segeket kihasznaljak, mas tudomany-
tertleteken, illetve a mindennapi életben is
fontos anyagok. Elsé mintaink kiléonbozé na-
norészecskek voltak, melyek atlagos atme-
réjére voltunk kivancsiak. Nanorészecskéket
gyakran hasznalnak gyogyszerhordozokent,
atejpor csomosodasanak gatlasara, de szel-
eskorl ipari felhasznalasa is ismert. Kovet-
kezd mintank egy multilamellas vezikula volt,
ahol a retegek kozti tavolsagot mertuk meg.
llyen multilamellas vezikulak a sejtmembra-
nok, illetve ktlonbdzd gyogyszerhordozok is.

3. abra: Mintak felvétele
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4. abra: Méréseink kiértékelése

Nanorészecskék

Harom kulonb6zd meretl nanorészecsket
vizsgaltunk. Mindharom goémb alaku, ezert
a szorasi gorbéjuk nagyon hasonlo. Az abra-
zolasnal kettds logaritmikus grafikont hasz-
naltunk, mert errél sokkal kdnnyebben leol-
vashatoak az adatok, mint a linearisrol. Az y
tengelyen az intenzitast mertuk, ami aranyos
a beéerkezd fotonok szamaval, az x tenge-
lyen pedig a szogfuggest fejeztik ki a g-val
jelolt, ugynevezett szorasi valtozoval, mely a
20 szorasi szoggel kapcsolatban van. Mivel
A, a hulldmhossz tavolsag dimenzioju, ezért
g mertekegysege 1/tavolsag. Ez dsszefugg
azzal az altalanos érvényl torvennyel, hogy
a nagy meretl reszecskek a kis szogek fele
szornak, a kis meretlek pedig a nagy szdgek
fele. Ez jol latszik az abran is, mivel az ezust
nanoreszecske volt a legkisebb, az FD 101b
szilika pedig a legnagyobb. A gdrbe elejere
egy Gauss gorbe illeszthetd, aminek, ha vesz-
szUk a logaritmuséat, akkor g? fuggvényében
abrazolva egyenest kapunk. Ez a Guinier ko-
zelités. Ennek az egyenesnek a meredekse-
gebdl ki lehet szamolni a részecsek atlagos
atmérgjet. Az ezUst nanorészecskeknél ez
7,4 nm lett. Az FD 100 és az FD 101b szilikak
hivatalos, eurodpai referencia mintak, tanusi-
tott részecskemerettel. Nekunk az FD 100
szilika meretere 23 nm jott ki, az FD 101b szi-
likéra pedig 89,5 nm ami az irodalmi 21,8 nm
es 87 nm ertéekekkel nagyon jol egyezik.

1000
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Intenzitas (1/cm)

0.01 # Ezlist nanorészecske

0.001 | *FD 100 szilika

© FD 101b szilika
0.0001

0.01 0.1 g (1/nm) 1 10

5. abra: Harom nanorészecske-szuszpenzio szorasi
gorbeje

DPPC multilamellas vezikula

A DPPC (2,3-di (hexadeka-

\ /
N*— noiloxi) propil 2- (trimetilazanil)
g etil-foszfat) egy lipid, kémiailag
P amfipatikus molekula, tehat
O=R~o tartalmaz egy hidrofil fejcso-

portot és egy hidrofob szeén-
lancot. (6. abra.). Ez a molekula
O vizben oldva spontan énszer-

o]
:
0
o vezddik, igy kettds réteg, majd
multilamellas vezikula alakul
ki, amely egy periodikus, réete-

ges felépitést kepzéddmeény (7.
abra). Ezek a lipid kettésréte-
gek képezik az €lé szervezetek
sejtmembranjainak alapjat.

6.abra: A DPPC
molekula képlete

7. abra: Lipidek &nszervezé-
dése: kulénallo amfipatikus
molekula (fent), kettésréteg
(kbzépen) és multilamellas
vezikula (lent)
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A meéres utan kapott szorasi gorben ma-
gas intenzitasy, éles csucsokat figyelhet-
tunk meg (8. abra), melyekbdl arra kdvetkez-
tethettunk, hogy a szdrasnak egy specialis
esete, diffrakcio tortent. Kiszamoltuk, hogy
a csucsok egymastol egyenld tavolsagra he-
lyezkednek el (amely a periodikus szerkezet
kovetkezmeénye) (1. tablazat), igy a Bragg
egyenletet alkalmazva (g=21t/d n  (neN)) ki
tudtuk szamitani a multilamellas vezikulaban
aretegek egymastol valo tavolsagat, ami 6,36
nm-nek adodott.

—— DPPC multilamelléris vezikula

10° 4

=
o
8

Intenzités (cm™1)

10-24

q (nm1)

8. abra: DPPC multilamellds vezikula szdrasi gorbéje

Csucs sorszama (i) CSU(E; :fxz)ete q/q,
1 0,99 1,00
2 1,98 2,00
3 2,97 3,00
4 3,96 4,01
5 4,95 501

1. tablazat: A DPPC multilamellas vezikula szorasi gor-
béjen megjelend csucsok kbzéppontjainak abszolut es
relativ helyei

Kollagén

Az utolsd mintaink kipreparalt csirke inak
voltak, melyek vizsgalata soran a kollagen
szerkezetere voltunk kivancsiak. Tovabba
szerettuk volna megtudni, hogy az etanolos
mosas, illetve a fézeés hatassal van-e a kolla-
gén szerkezetére. igy 4 mintat készitettink:
nyers-szaritott, nyers-mosott, fétt-szaritott
es fétt-mosott.

Miel&tt ezt a mintat mertuk, at kellett épite-
nunk a berendezest, hiszen ezek a mintak na-
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gyobbak, mint ananorészecskek és afentebb
emlitett ,Kis sz6g nagy méret, nagy szog kis
meret” szabaly kovetkezteben kisebb szdg-
tartomanyt kellett elernunk, amia rontgensu-
gar utjanak meghosszabbitasaval valt leheto-
vé (9. abra).

9. abra: A berendezés atépitése

A kollagén szerkezete — a multilamellas ve-
zikulahoz hasonloan — periodikus, ami mar a
szorasikepenis szeépen latszott magas inten-
zitasu gylrUk formajaban (10. abra).

g (hm-1)

0.'0
g (nm-1)

10. abra: A berendezés atépitése

A kollagénmintak szorasi gorbéjen az eldzd
mereshez hasonld csucsokat figyelhettink meg
(11. abra), melyek szintén egyenld tavolsagra
voltak egymastol. Ezt szamitassal is alatamasz-
tottuk. A Bragg egyenlet segitsegevel kiszami-
tottuk a kollagenben a rostok tavolsagat, ami
66,25 nmlett. A szorasigorbek vizsgalatabol arra
a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a fézes ron-
csolja a kollagén szerkezeteét, hiszen a fétt min-
tak gorbein nem latszodnak a csucsok. Azonban
az etanolos mosas — velhetéen a zsirtalanito
hatasanak koszonhetden - kiemeli a csucsokat
(a sarga gorbén a kis g értékeknél tobb csucsot
figyelhetlink meg, mint a kék gorbén).

AKI Kivancsi kémikus 2023

10!
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1073

Osszegzés

A het soran megismerkedtiunk a kisszogu
rontgenszorassal, es mereseket vegeztunk a
CREDO berendezessel. Eza modszer renge-
teg mindenre hasznalhato, de mi most csak
egy parat probaltunk ki. Olyan kiséerleteket ve-
geztunk, amik egyszerre hasznosak is lehet-
nek, de azertizgalmasak is.

Szeretnénk megkdszonni a témavezetdink-
nek, Wacha Andrasnak eés Varga Zoltannak a
sok turelmet es segitseget, illetve a taborve-
zetdknek, Nagynée Bereczki Lauranak, Kesz-
ler Anna Marianak és Bajcsi Aronnak a tabor
szervezeset és azt, hogy egy felejthetetlen
hetet tolthettunk a taborban.

10°4

10-14

10-2 4

10-3 4

Intenzités (rel. egység)

1044

1075 4

1076 4

—— Nyers, szaritott
~——— Nyers, mosott
—— F6tt, szaritott
—— F6tt, mosott

0:0 O.IZ 0:4 0j6 0:8

11. abra: Csirke inak szorasi gérbéje

1.0
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és Pszichologiai Intézet

Az immunfestés

A kutatotabor keretein belul mi az immun-
festés alkalmazasaval ismerkedtunk meg,
mert ez a modszer a legmegfelelébb arra,
hogy az altalunk vizsgalt agyminta sejtjeit
pontosan megjeldlhessuk.

A modszer az immunrendszer mukodesen
alapszik, ugyanis a membran fellletén olyan
fehérjék vannak jelen, melyekrdl az immun-
rendszer sejtes elemei megallapithatjak,
hogy az adott komponens a szervezethez
tartozik, vagy idegen, es ez esetben szukse-
ges-e eltavolitani. A felismerés ebben a tipu-
sU immunvalaszban antitestek segitsegevel
tortenik. Az antitest az immunrendszer altal
termelt fehérje, melynek feladatai kdzé tar-
tozik, hogy az antigénkent azonositott ide-
gen anyagokat felismerje, majd kozvetlenul
vagy kozvetett uton elpusztitsa. Az ertelme-
zes olyan anyagokkal valosul meg, amelyek
egy adott antigenre kemiailag kapcsolodni
tudnak.

A munkank folyamata

Az elsé lépeés az egész patkanyagy for-
maldehidbe aztatasa volt, amellyel fixaltuk, es

Integrativ Idegtudomanyi Kutatocsoport, Kognitiv Idegtudomanyi

1. abra: lefixalt patanyagya

tartositottuk a mintakat. Ezutan lemetszet-
tUk az agyakat egy specialis vibratom geppel,
amirezgd penget hasznal a szbvetek atvaga-

2. abra: vibratommal valo szeletelés
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sahoz. A rezges periodusa, a sebesseg es a
penge szdge mind szabalyozhato. Ezutan az
altalunk keészitett foszfatoldatba helyeztuk at

3. abra: foszfatoldat cserélése

ametszeteket. Az oldat szintén azt segitette
eld, hogy a mintak sejtjei a lehetd legjobb alla-
potban maradjanak, ugyanis a kemhatasa es
a surusege kdzel azonos az agyban levd sej-
tek kozotti folyadekkal. A foszfatoldatot na-
ponta tdbbszdr csereltik a mintakon, amikor
pedig éppen nem ezzel foglalkoztunk, a met-
szeteket tartalmazo Uvegeket egy razdgepre
helyeztuk.

Az elsédleges antitesteket tartalmazo ol-
datba a masodik nap helyeztik bele a minta-
kat. Az anti-NeuN nevU antitest a neuronok,
tehat idegsejtek sejtmagjat, a GFAP (Glial
Fibrillary Acidic Protein) pedig a gliak, vagy
tamasztosejtek sejtfalat jeldlte meg. Egy an-
ti-egér (tehat egy masik szervezet az egér
sejtjei ellen legyartott immunanyaga) nevl
antitestet hasznaltunk masodlagos antitest-
kent, majd egy ABC nevit harmadlagos anti-

4. abra: patkanyagyszeletek festése

testkent. Az el6hivas egy DAB nevl festékkel
tortent, amibarna szinnel mutatja a megfele-
|6 antitesttel megjeldlt reszeket.

A mintakat ezt kdvetden egy szinten alta-
lunk el&allitott zselatinos oldatba tettik at,
ahonnan ecsetek segitsegevel a targyleme-
zekre helyeztuk Sket, majd megfeleléen le-
fedtik &ket.

5. abra: patkanyagyszeletek ragasztasa

Miutan megszaradtak a mintak, egy kame-
raval ellatott mikroszkop alatt megvizsgaltuk
es lefotoztuk az agymetszeteket.

6. abra: a mintak targylemezre helyezése
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7. abra: hippokampusz NeuN-es festéssel

Ezen a képen a hippokampusz lathato, ami
a tajekozddasban, a tanulasban jatszik nagy
szerepet. Ide kerUl elészor az az informacio,
ami kesdbb a hosszutavu memaoriaban lesz.
Ahippokampusz anagyagy egy része, azem-
berben a halantéklebeny csucsaban, a hatre-
tegl agykereg alatt talalhato, a gerincesek-
ben az §sagykdpenyt kepezi. EmIGsdkben az
agykereg felszinenek 30-40%-at is kiteszi.

A képen jol lathato a ,csikd hal” alakja es a
megfestett sejtek. Ez egy NeuN-es (neuro-
nalis nuklearis antigén) idegsejtes festés.

A foton megfigyelhetjuk a kisagy latvanyos
reddzetet, mely NeuN festekkel van jelolve.
A kisagy fontos szerepet jatszik a mozgas
koordinacidjaban, fuggetlenul attol, hogy tu-
databan vagyunk-e rola. Az akaratlagos iz-
mok egyenletes O6sszehlzddasat biztositja
es Osszehangolja mukddeésuket, ideertve az
ellentétesen mukodd izomesoportokat is. A

8. abra: kisagy NeuN-es festéssel

kisagy kapcsolatban all a kdzponti idegrend-
szer mas reszeivel, és felelds a testtartas es
az akaratlagos mozgas szabalyozasaert.

Itt a kisagy agykerget lathatjuk GFAP-s fes-
téssel. Osszehasonlitva az elézékkel szem-
betlind a kevesbe erdtelies hatarokat es gli-
asejteket figyelhetink meg.

9. abra: kisagy agykérge GFAP festéssel

Készonet nyilvanitas

Ezen az emlékezetes heéten rengeteget
tanultunk, és gazdag tapasztalatokat sze-
reztunk. Megismerkedhettink a musze-
rek fontosabb mukodeseével, és betekintést
nyerhettunk a laboratériumi munkalatokba.
Halas koszonetlnket szeretneénk kifejezni
temavezetdinknek, a turelmukert es nyitott-
saguk miatt, nélkuluk nem sikerult volna ezt a
nagy feladatot teljesiteni.
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A kutatashoz sziikséges eléismeretek

ADNS (Dezoxiribonukleinsav) - a genetikaiinfor-
maciot tarolja magaban, ez az 6rokitdéanyag. Le-
hetdve tesziaz informacio stabil, a DNS-megket-
tézddessel az utodokba valo atadasat —illetve az
informacié megszolaltatasat (genkifejezddést).
A nukleotidok harom komponensbdl épulnek fel:
bazis (A,T,G,C) + cukor (dezoxiribdz) + foszforsav.
A DNS karosodas egy olyan folyamat, amely so-
ran a sejtekben talalhatd dezoxiribonukleinsav
(DNS) molekulak sértinek vagy megvaltoznak.
A DNS az orokitdéanyagunk, es fontos szerepet
jatszik az oroklddesben és a sejtek megfele-
16 muUkodeseben. Karositd tényezdk lehetnek:
UV-sugarzas, kémiai anyagok, sugarzas, oxidativ
anyagok. Karosodas Nitrogenous bases:
tipusai: Bazismodo- 5 5 s Adenine
sitasok, szalhasadas, E==X Thymine
keresztkotések. Ezek — s

. , ==X Cytosine
kovetkezmenye  le-
het DNS-javitas,
programozott  sejt-
halal vagy valamilyen
mutacio — rakkép-
z86dés. A rakterapi-
as megoldasok egy
része éppen nagy ¥ %
mennyisegl DNS ka- 1. dbra: Dezoxiribonukleinsav

szerkezete

Base pair

Sugar-
phosphate
backbone

rosodas okozasaval igyekszik a rakos sejtekben
a programozott sejthalalt kivaltani. Azonban, ha
a DNS-javito, illetve a sejthalal utvonalak fehérjéi
karosodtak, a terapia nem mindig tud hatekony
lenni, ilyenkor beszelink gyogyszerrezisztencia-
rol. llletve, ha a DNS karosodas tovabbi mutaciot
is okoz, akkor az a tumor tovabbfejlédésenek is
kedvezhet, ami elkertlendd.

A miniprojekt hattere

Kutatasunk soran laborkordlmeény  kozott,
megismerkedtink a Timidilat Szintazzal (TS)
amely egy gyogyszercelpont feherje, illetve a
HCT116 vastagbelrak sejtvonallal. Ket raktera-
piaban hasznalatos gyogyszert vizsgaltunk: RTX
(raltitrexed), 5FdUR (5-fluoro-2'-dezoxiuridin).
Eme ket gyogyszer egyarant a TS enzimet ga-
tolja, hasznalatakor a sejtek osztodasi képes-
segeben bekdvetkeznek valtozasok: a sejtciklus
feltartoztatodik, a DNS megkettdzddeése gatolt.
Frdekes azonban, hogy a két szer hatasaban
specifikus kulénbsegek is mutatkoznak:

RTX 5FdUR
Dézis fuggd hatas

Nagy dozis — gyengébb hatas

Nincs tovabbi mutacios teher Megndvekedett mutacios
gyakorisag

A mutacios mintazatok -APO-
BEC enzimek: DNS modositok
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Kutatasunk célja volt, hogy a TS és az APO-
BEC3C fehérjeket kimutassuk kezeletlen
es RTX, ill. 5FAUR kezelt sejtekben. Eh-
hez SDS-poliakrilamid geélelektroforezist es
Western blot modszert hasznaltunk.

SDS-poliakrilamid gélelektroforézis:

A gélelektroforezist a feherjek vagy DNS
fragmentek elvalasztasara hasznaljak. A fe-
herjek elvalasztasahoz poliakrilamid gelt
hasznatunk. Az SDS-poliakrilamid gélelekt-
roforézis egy olyan maodszer, ahol a feherjek
denaturalodnak a felUletUkre adszorbealod-
do negativ toltest SDS kovetkezteben. Az
adszorbealodott SDS miatt a toltes/tomeg
arany allandova valik, igy a fehérjek elvalaszta-
sa a molekulatdomeguk alapjan tortenik. Mivel
ennél a modszernél a fehérjék elektroforeti-
kus mobilitasa logaritmikusan aranyos a to-
megevel, haismert molekulatdmegu feherjek
is rendelkezésunkre allnak, a modszer kulon-
bdzd fehérjék latszolagos molekulatomege-
nek meghatarozasara alkalmas. A gélben el-
valasztott polipeptidlancok lathatova tehetdk
kUldnbozo festesi eljarasokkal.

2. abra: A gélelektroforézis készllék mikodes kbzben

/ Polyacrylamide Gel Electrophoresis
O Cathode (PAGE)

Protein mixture

Porous gel

Direction of
anion migration

Electrophoresis

3. abra SDS-poliakrilamid gélelektroforézis menete.

Western blot modszer:

Miutan vegbe megy a gelelektroforézis, a
feherjeket egy membranra visszuk at szinten
feszUltsegkulonbseég hatasara az erre a célra
Kialakitott un. blottold cellaban. A membran
hidrofob, a fehérjék a felszinen nem specifi-
kusan megkotddnek. A membran felszinere
blotolt fehérjeket azuntan specifikus festés-
seltudjuk kimutatni. Ennek elsé lepese a blok-
kolas, ez azért fontos mert, ha nem blokkol-
juk akkor a specifikus antitest a membranhoz
nemspecifikusan is kotddne. Blokkolas soran
a memrant tejporos oldatban forgattuk. Ez-
utan az adott fehérjét (TS vagy APOBEC3C)
specifikusan felismerd nyul atitestet tettuk a
membranra, ami a memranon inkubalodott. A
membrant folyamatosan pufferben tartottuk,
hogy az oldat neutralis pH-jat fenttartsuk.

—~—

4. abra: Fehérjék amiket a membranra vittink. (balra)

5. abra: Mikroszkop alatt, egy flaskaban a rékos sejtek. (jobbra)

s £

6.abra: Az SDS gél a gélbeolvaso készllékben
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Eredmények:

A mintak kezeletlen, illetve RTX vagy 5FdUR
szerekkel alacsony (100 nM), illetve magas
(20 pM) koncentracioban kezelt HCT116
sejtekbdl szarmaztak. A sejteket el6zdleg a
csoportban feltartak és frakcionaltak: a sejt-
plazma tartalmat elkUlonitettek a sejtmagtdl,
utobbit tovabb bontottak egy a sejtmagokbal
soOs oldattal kioldhato, illetve a sejtmagi ma-
radek frakciokra. Ezeket a mintakat el&szor
azonos mennyiségben vitttk gélre, majd a
fehérjetartalmat Coomassie kék festékkel
festettlk. A kékules merteket minden min-
tasavban 0Osszehasonlitottuk, ami alapjan
megallapitottuk, mennyi mintat kell felvin-
nunk ahhoz, hogy a teljes fehérjemennyiseg
kiegyenlitett legyen majd a bloton. Ezutan
Ujra futtattuk a mintakat ket peldanyban, amit
a gelbdl membranrais blotoltunk. A membra-
nokat anti-TS, illetve anti-A3C antitesttel fej-
lesztettuk, majd eléhivtuk.

sejtplazma sejtmag Sejtmag
kromatin-kotott

16000000

14000000
12000000
10000000
8000000 uTs
6000000 I mA3C
4000000 I |
—" I I n |

LI a1 me THAT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

7.abra: Az A3C-re és a TS-re végzett Western blot ered-
meénye. A felsé panelen az eléhivott membran, az alson
annak denzitometrias értékeléssel kapott eredménye
lathato. A mintasorrend a kdvetkezd volt a 3 jeldlt sejt-
frakcioban: 1) kezeletlen sejtek, 2) 100 nM RTX, 3) 20 uM
RTX. 4) 100 nM 5FdUR, illetve 5) 20 UM 5FdUR kezelt sej-

tek. A kiertékelés oszlopdiagramjan a mintasorrend kveti

a membran mintasorrendjet.

A beolvasott kepeket denzitometriasan
elemztuk. Azt tapasztaltuk, hogy a sejtplaz-
maban a TS erdsen felgyllt, mig a sejtmag
sos oldattal kioldhato frakciojaban sokkal ke-
vesebb, a magi csapadekban pedig gyakor-
latilag egyaltalan nem fordul elé (Id. 7. abra
és a kiéertékelést mutato 8. abra). Az APO-
BEC3C-nél pedig pont forditva volt: Legtobb
a magi csapadekban volt, raadasul nagy kon-
centracioju 5FdUR kezelt mintakban erdsen
megnodvekedett mennyisegben.

Az eredmeény a csoport szamara is Uj volt,
aminek egyutt orultink. A TS-re vonatko-
z6 informaciot be tudtak épiteni egy terve-
zett kiserlet protokolljaba, mig az A3C magi
csapadekban valo lokalizacidja alapjan fel-
tetelezhetd, hogy a kromatinhoz szorosab-
ban kotddd enzimmel van dolgunk. Az A3C
mennyisege raadasul pont a magas koncent-
racioju 5FdUR-rel kezelt mintaban nd meg,
ami magyarazhatja a csoport elézetes ered-
menyeitis.

www.ttk.hu/aki/kutatotabor | 41



P’
Térifhavezeté"

*

Dr. Hermann Petra tudomanyos munkatars
Simon Adam radiogréfus

Naérai Adam tudomanyos segédmunkatars
Dr. Vakli Pal tudomanyos munkatars

Kutatocsoport:

A kutatasunk célja az agy oregedeési folya-
matainak megismerese és a kognitiv funkci-
Ok, valamint az agy szerkezeti valtozasainak
vizsgalata. A kutatocsoport, ahol dolgoztunk
parhuzamosan tobb kiserletet is vegez. A ta-
bor hetében lehetdsegunk nyilt ezen kiserle-
tek megismerese mellett a kiserletvezetdk,
illetve a vizsgalati szemeélyek szerepét is ki-
probalnunk.

A kognitiv 6regedes vizsgalatara egyreszt
papiralapu kognitiv teszteket hasznalnak,
tobbek kozdtt a memoria, koncentracio, és
intelligencia altalanos merese celjabdl, ezek
standard neuropszicholdgiai merések, me-
lyek nem igényelnek semmilyen specialis
eszkdzt. A neurokognitiv dregedes munka-
memoria-teljesitmenyre gyakorolt hatasanak
vizsgalatara egy szamitogepes programot
dolgoztak ki, mely a vizsgalati szemely sza-
mara harom, gyors egymasutanban felvillano
KUldnbozd iranyu szines racsmintazatot vetit
a képernydre melyeket meg kell jegyeznie.
Ezt kdvetben a program a harom szin valame-
lyikebdl véletlenszerlen megjelenit egy ve-
letlenszerG iranyba mutatd racsmintazatot,
melyet a vizsgalati szemelynek be kell allitani

Agyi Szerkezet és Dinamika Kutatocsoport, Agyi Képalkotd K6zpont

olyaniranyura, mint amilyet korabban az adott
szinnel latott. Ezt a tesztet fiatal és id&s koru
csoportok bevonasaval vegzik.

Az eddigi eredmenyek azt mutatjak, hogy a
fiatalok mar az elsé alkalmak soran is jo ered-
menyeket ernek el, teljesitmenyuk a feladat
tobbszori elvegzese utan jelentbsen nem val-
tozik, mig az id6sebbek a kezdeti pontatlan-
abb megoldasokat kdvetden jelentds teljesit-
menyjavulasra kepesek, es a feladat tobbszori
elvegzesevel eredmenyeik akar meg is kdze-
lithetik a fiataloket.

A munkamemoria adaptiv, jutalmazas al-
tal tortend modulaciojanak feltarasa celjabdl
funkcionalis MRl segitsegeévelvizsgaljak az agyi
aktivitast, mikdzben a vizsgalati szemelyek
ugyanezt a munkamemoria-feladatot hajtjak
vegre, azzal a kuldonbseggel, hogy az egyes
feladatokert tobb, mig masokeért kevesebb
pontot lehet szerezni. Az eddigi tapasztala-
tok azt mutatjak, hogy a fiatalok jobban telje-
sitenek, ha tobb pontert jatszanak, es keves-
be erdltetik meg magukat, amikor kevesebb
a jutalom, mig az idések hasonldan jol vegzik
a feladatot a jutalom meérteketdl fuggetle-
nul. Elképzelhetd magyarazat, hogy a fiatalok
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kdnnyebben tudjak valtoztatni a koncentracio
merteket, mint az id6sek, akiknek egyszeribb
mindig ugyanolyan mertekben figyelni.

De miis az az MRI és hogyan miik6dik?

How MRI Works

duced by MRL atoms line
up either north or south.

Atoms spin In random
directions, liko tops, About half the atoms go  puise Is applied, tho
around their individual  gach way, but there aro unmatched atoms

magnetic fields. a fow unmatched atoms,  spin tho othor way.

The energy sends a signal to a
When the radio frequency IS tumed  computer. The computer uses a
off, the extra atoms return to mathematical formula to convert
normal position, emitting energy. tho signal Into an Image.

1. abra: Hogyan mikddik az MRI?

Az MRI az NMR technoldgiabdl fejlédott ki,
neve az angol Magnetic Resonance Imaging
roviditese. Legnagyobb eldnye, hogy egy non
invaziv technikarol van szo, amelynek maig
nem mutathato ki semmilyen karos hatasa.
Mas képalkotd technikakhoz (pl. CT) viszonyit-
va sokkal jobb lagyszoveti kontrasztra kepes,
es a strukturalis vizsgalat mellett funkcionalis
informacio gyUjtesére is alkalmas. Hatranya,
hogy egy pontos diagnosztikai meres, vagy
egy funkcionalis felvetel elkészitése viszony-
lag hosszu idét vesz igenybe, amely id6 alatt
a betegnek mozdulatlanul kell fektudnie, ami
egyes patologias esetekben igen nehezen
megvalosithatod. Tovabba igen hangos a gep
meres kdzben, es a magnesesseg hasznalata
legtobb esetben ellehetetleniti a femimplan-
tatummal rendelkezd betegek vizsgalatat.

Az MRI egy proton képalkotasi technika,
amely egy szupravezetdé magnes segitse-
gevel mukodik. A legtdobb esetben az emberi
testben tdmegevel megtalalhatd hidrogen
atomokat meri, melyek a magneses erd hata-
sara beallnak a spinjuknek megfeleléen - vagy

ellentétesen vagy parhuzamosan a magneses
terrel. Majd egy elektromagneses impulzussal
gerjesztjuk ezeket a protonokat, amelyek ki-
billennek az eredeti helyzetlkbdl, aztan visz-
szasugarozzak a kapott energiat a hidrogena-
tom koteseitdl - tehat a szdvet dsszeteteletd
- fuggden kuldnb6z8 sebesseggel.

A funkcionalis MRI esetén kozvetetten fi-
gyeljuk meg az agyi aktivitast. Amikor egy
agyterulet aktiv, tdbb oxigent igenyel, emiatt
a szervezet tobb friss, oxigéndus vert fog az
adott terUletre szallitani. Az oxigendus veérben
talalhatd hemoglobin magneses tulajdon-
sagai elternek a deoxigenizalt - ,elhasznalt”
- hemoglobinetol. A deoxigenizalt hemoglo-
bin magneses inhomogenitast okoz, azaz je-
lenléte a kepen jelkiesést, ,sotet foltokat” fog
okozni. Amikor a megndvekedett oxigenigeny
miatt tébb friss ver aramlik be, az oxigenizalt
es az ,elhasznalt,” deoxigenizalt hemoglobin
aranya megvaltozik, eltolodik az oxigenizalt
iranyaba. Ez aztjelenti, hogy az adott teruleten
kismertekd jelndvekedest fogunk latni, ezaltal
lokalizalhatova valik az eppen aktiv agyterulet.

A f6 kutatasi téma

Jelen kutatas celja egy olyan mesterseges
intelligencia (MI) fejlesztése és betanitasa,
amely képes egy anatomiai MRl felvétel alap-
jan pontosan meghatarozni a vizsgalati sze-
mely agyanak bioldgiai eletkorat. Az Ml az agy
minden egyes pontjahoz egy-egy eletkort
rendel. Korabbi kutatasi eredmenyek alapjan
az Ml altal becsult s a tenyleges eletkor ko-
zOtti eltérés Osszefuggest mutat kulonféle
patologias allapotokkal.

Az Ml megfeleld betanitasahoz azonban
mindenekfelett szUkseg van nagy mennyi-
segU adatra, ez esetben anatomiai MR felve-
telekre kulonbdzd korcsoportoktol. Ezeket
féleg publikus adatbazisokbol szerzik be, de mi
példaul az Agyi Képalkotod Kézpont (AKK) altal
keszitett felveteleket hasznaltuk.

Az agy oregedésének jelei

Szemmel lathato kuldnbseégek vannak egy
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fiatal €s egy id6s vizsgalati szemely agyfelve-
telei kozott. Az agy Oregedese soran jelen-
tésen kitagulnak a sulcusok (barazdak) és az
agykamrak, emiatt megnd az agyban talalhato
liquor (agy-gerincvel&ifolyadék) mennyisége.

2. és 3. abra: Az agyi 6regedeés jelei— 19 (bal oldali kép)
és 81 (jobb oldali kép) éves vizsgélati személy sagittalis
(felsé kep) es axialis (als kép) agyi MR felvételei

Mesterséges intelligencia
Bevezetés

A mesterseges intelligencia felismeri azo-
kat a reszeit az agynak, amelyek legtdobbszor
valtoznak az dregedes soran es nagy mennyi-
segl, megfelelé mindsegl kep alapjan meg-
tanulja helyesen megallapitani az agy biologiai
eletkorat.

El6szor be kell tanitani a neuralis halot, es eh-
hez MR felvételeket kell betaplalni a neuralis
haldba, amelyeket meg eld is kell késziteni.

Képek kivalasztasa, elokészitése

A nyers MRI felvételen korrigalni kell a mag-
neses homogenitas altal okozott torzitast,
valamint be kell transzformalni a felvetelt egy
kdzos koordindta rendszerbe. Igy minden be-
vitt MR felvételen az egyes agyteruletek egy
hatarozott koordinata ponton lesznek meg-
talalhatoak. Emellett el kell meg tavolitani a
felvetelrdl a koponyacsontokat, mert bar azok
alapjan is meg lehetne allapitani a vizsgalati

4. abra: Nyers (bal oldali kep) és az Ml szamara elké-
szitett MR felvétel (jobb oldali kép) coronalis, sagittalis és
axialis sikokban

szemely eletkorat, mi az agy biologiai eletko-
rara vagyunk kivancsiak, nem pedig a csonto-
kera.

A mesterséges intelligencia miikédése

El6szor is minden pixel, ill. 3 dimenzios kep
eseten voxel kap egy intenzitaserteket. Egy
tipikus MRI agyfelvetel tobb 100 000 voxelbdl
all, ezeknek az ertéekei kepezik a bemenetire-
teget.

Mesterséges neuralis halézat

5. abra: Egy mesterséges neuralis hald felépitése

Egy fejlett mesterseges intelligencia deep
learning technoldgiat hasznal a tanulashoz,
amit azert hivunk mélynek, mert 1-nél tobb
rejtett retegbdl all. A rejtett retegek kepfelis-
meres eseten konvolucios — a kepen jellegze-
tes vonasok felismereseét segitd - és klasszi-
kus, teljesen dsszekapcsolt retegekbdl allnak.

Ezekben a retegekben egy adott neuron
bemenetkent megkapja az eldzd reteg tobb
neuronjanak erteket, ezeknek sulyozott 6sz-
szegebdl kepezi egy nem-lineéris fuggveny
segitsegevel a sajat kimenetet, amelyet to-
vabbit a kdvetkezd réteg neuronjainak. A fo-
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lyamat tobbszdr megismetlddik a rejtett rete-
gekben, mieldtt eler a kimeneti retegig - jelen
esetben 1 db mesterséges neuron -, amely
kiadja a vegso erteket, amely jelen esetben a
becsult eletkor.

A szamitas soran kapcsolt sulyok a tanitas
elején szinte veletlenszerden valasztott erte-
kek, amelyek a tanitas kdzben felallitott hiba-
fuggvenyek alapjan optimalizalhatok, majd a
tanitas vegen rogzitésre kerulnek.

A Kkisérletben alkalmazott Ml specifikus
tulajdonsagai, elényei

Fontos eldénye ennek a programnak, hogy
anatomiai MR felvételeket hasznal, amelyek
elkészitese csak 5-6 percet vesz igenybe.
Tovabba ez a neuralis halo nem csak a teljes
agyhoz rendel egy eletkort, de az agy minden
egyes pontjahoz rendel egy egyedi erteket es
azt vizsgaljuk, hogy ez mennyivel ter el a vizs-
galati szemely kronologiai eletkoratol.

Eddigi eredmények értelmezése

A meg tanitas alatt allo neuralis halo tesz-
telesehez 20, 60 év feletti vizsgalati szemely
agyarol keszult strukturalis MR felvetelt va-
lasztottunk ki az AKK sajat adatbazisabdl.
Ugyeltink ra, hogy fele-fele aranyban legye-
nek a N6k es a ferfiak, es nagyjabol egyenle-
tesen oszoljanak el az életkorok 60 és 85 ev
kozott. Alapvetden egeszseges, termeéeszete-
sen 6regeds agyakkal dolgoztunk, de talaltunk
egy nagy valoszinUseggel patologias esetet,
kivancsisagbol ezt is bevettuk a méresbe. Az
eredmeny nagyreszt a korabbi teszteket iga-
zolta. Megfigyelhetd volt, hogy a program a
fiatalabb agyakat idésebbnek, mig az idéseb-
beket fiatalabbnak becsulte, mert bizonyta-
lansag esetéen az eredmenyek atlagahoz ko-
zelitette a becsilt értéket. Altalanossagban
elmondhato, hogy az MI altal becsuilt eletkor
3,5 evvel tért el a vizsgalati szemeélyek krono-
logiai életkoratol, varakozasainkkal ellentetben
azonban nem mutatott kiugro erteket a pato-
logias eset.

90

85

Becsllt életkor
~ ®
w o

~
o

65

60

60 65 70 75 80 85 90
Kronoldgiai életkor

6. abra: A 20 vizsgalati személy kronologiai életkora és
az Ml altal becsult agyi életkor pontdiagramon dbrazolva

Meg sok fejlesztest kell vegezni ezen a tech-
noldgian ahhoz, hogy széles korben alkalmaz-
hato legyen a diagnosztikaban, es akkor sem
varhatjuk hamarosan azt, hogy a vegsé diag-
nozistegy Mlkészitse el, ezen felvételek es er-
tekek alapjan azt allapithatjuk majd meg, hogy
szUkseges-e tovabbi vizsgalat, és milyen tipu-
su patoldgiardl lehet sz6 (pl. neurodegenera-
tiv betegség vagy ADHD). Ugyanis szamos
esetben az agy strukturgjaban levd elteresek
bar minden patologias esetben eléfordulnak,
a strukturalis eltérés nem jelent feltétlenul pa-
tologiat. Figyelembe kell venni minden eset-
ben a vizsgalati szemely tlneteit vagy azok
hianyatis.

A feltételezhetden patoldgias esetet rész-
letesebben is megvizsgaltuk. A program ku-
l6nbdzd eletkor becsleseket keszitett az agy
Mas-mas reszeire, es az igy kialakult abrakon
kirajzolodtak az atlagostol elterd, neurode-
generativ betegseget jelzd reszletek, mint
peldaul a tulzottan tag agykamrak, bar egyes
részeket fiatalabbnak becsult a kronologiai
eletkornal szamunkra ranezesre lathatod ok
nelkul.
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Agyéletkortérkép (becsult - kronoldgiai életkor)
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7. abra: A patologiasnak vélt esetrél készult agyéletkortérkep

Osszefoglalas

A mi egyhetes projektunk talan egy kicsit
eltért a legtdbb taboros kutatastol. Human
resztvevokkel dolgozhattunk, és lehetdse-
gunk nyilt a tarsaink agyarol kepet keszitve
egy kicsit 6ket is bevonni a munkaba. Szamos
izgalmas kutatast és kisérletet ismerhettink
meg az idegtudomany, pszicholdgia es infor-
matika rendkivul érdekes hatarteruletérdl, es
csodalatos volt latni ahogy a kilonb6zd szak-
erték egyuttmukodesebdl bontakoznak ki az
eredmenyek. Nagyon halasak vagyunk, hogy
részt vehettink a taborban, és a taborveze-
ték mellett kulon kdszdnettel tartozunk a te-
mavezetdinknek, akik rengeteg turelemmel
es nyitottsaggal fordultak felenk. Mindketténk
szamara hatalmas élmeny volt reszt venni a
kutatasban, e€s ez a kis betekintés meghozta
a kedvinket ahhoz, hogy a kesdbbiekben meg
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Kutatocsoport:

Az NMR (Nuclear Magnetic
Resonance)  spektroszkopiat
gyakran hasznaljagk molekula-
szerkezetek meghatarozasara,
hiszen az egyik leghatekonyabb
szerkezetvizsgalati modszer. A
TTK altal szervezett 2023-as
AKI Kivancsi Kémikus Kutato-
taborban ezt az eljarast ismer-
hettuk meg, kuldénbd6zd min-
takat keszitettunk eld, illetve
egyszerlUbb szerves molekulak
spektrumat elemeztuk.

A spektroszkopias eljarasok
soran kulénbozd  frekvencia-
ju elektromagneses sugarza-
sok segitsegevel rogzitenek
spektrumokat, amelyek alapjan
az adott minta tulajdonsaga-
ira lehet kovetkeztetni. NMR
spektroszkopia esetéeben radi-
ohullamokat alkalmaznak. Az NMR réviditeés
magneses magrezonanciat jelent. A szerves
kemiaval foglalkozok kis molekulak szerke-
zetmeghatarozasara hasznaljak, rutinszerl
alkalmazas is el6fordul az iparban, peldaul az

1. abra: A készulék beltilrél

NMR Kutatolaboratdrium, Szerkezetkutato Kézpont

elelmiszerbiztonsag teruleten.
Manapsag egyre elterjedteb-
ben fehérjék térszerkezetének
meghatarozasara is alkalmaz-
zak az NMR-t.

A keészulékben egy szupra-
vezetd magnes hoz létre erds
magneses teret, amelynek ho-
mogenizalasara tobb  kisebb
magnes is rendelkezésre all. A
szupravezetd magnes mikode-
seéhez azonban nagyon alacsony,
az abszolut minimumhoz kozeli
hdmerseklet szukseges., ennek
fenntartasahoz a készulékbe
folyekony héliumot (-269 °C) és
nitrogent (kb. -200 °C) szUksé-
ges tolteni, majd a normal mua-
kodes erdekeben rendszeres
idékozonkent potolni kell. A fo-
lyekony hélium és nitrogen rete-
gei kozott vakuumkamrak vedik a spektrome-
tert a hévesztestdl. A taborban megnezhettuk
a folyekony nitrogen Ujratoltesenek folyamatat,
hiszen ezt kb. hetente ejtik meg. A hélium pot-
lasa ritkabban esedékes, szakemberek vegzik.
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Mint minden vizsgalati modszernek, az NMR
spektroszkopianak is vannak elényei és hatranyai.

Elényok:

* Részletes szerkezetiinformaciot szolgaltat
a vizsgalt molekularol.

« A mintakat oldatban vizsgalhatjuk, amely a
makromolekulak analitikajat segiti, igy pelda-
ul a fehérjék a természetes el&fordulasi ko-
zegukhoz hasonld formaban vizsgalhatok.

* Aminta a meres soran nemroncsolodik, igy
akar Ujabb reakciok soran is felhasznalhato.

Hatranyok:

« Aberendezés beszerzése és fenntartasais
Koltseges,

« Nagyobb a mintaigenye, mint mas szerke-
zetvizsgalati analitikai modszereknek (millig-
rammos tétel).

* Az atommagok nem mindegyike mérhetd,
ami nehezitheti az dsszetettebb molekulak
spektrumanak ertelmezeset.

* A minta kesziteshez deuteralt oldoszer-
re van szukseg, hiszen alapesetben abbdl is
szarmazna jel a spektrumon.

+ A hltéshez hasznalt hélium nem fenntart-
hato forrasbol szarmazik, mivel az elerhetd
foldi keszlet veges.

A sok hatrany ellenére az NMR spektroszko-
pia azert nyerhetett ekkora teret, mert olyan
részletes szerkezeti informaciokra kdvetkez-
tethetunk a spektrum alapjan, mely jelenleg
mas analitikai modszerrel nem vagy csak ne-
hezen elerhetd.

2. abra: Minta belehelyezése a készllékbe
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A mert spektrumokat harom f& szempont
szerint elemeztuk, mint a kémiai eltolodas, jel
alatti terulet nagysaga és a jelalak.

Az atommagok kémiai eltolédasat a kemi-
ai kornyezetlk hatarozza meg. Példaul mi-
nel kozelebb talalhato egy hidrogénatom egy
elektrondUs molekularészlethez (példaul kar-
boxilcsoport, aromas gyUr(), annal nagyobb a
kémiai eltolodasa. A skala O pontja a tetrame-
tilszilan jelenek helye, ez az egyezmeényesen
alkalmazott referencia, a szamozas jobbrol
balrandvekszik torteneti okokbol. A 3. abran az
ibuprofén altalunk felvett spektruma lathato.

geeregssy

1 (ppm) i % 1 (ppm)

37 36 35 34 33 L1918 17 16 |

jelalak

3| jelalatt terdilet

3
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3. abra: Az ibuprofén 'H-NMR spektruma

A spektrumon megfigyelhetd, hogy a zold
szinekkel jeldlt szenatomokhoz tartozo hid-
rogenek kémiai eltolodasa joval nagyobb,
mint peéldaul a piros szinnel jeldlt szénato-
mokhoz tartozo hidrogeneke. Ennek oka az,
hogy a zdld szinl szenatomok aromas gyurin
vannak, ott sokkal nagyobb az elektronsuru-
seg mint a piros szind szenatomokon, ame-
lyek egy alifas lanc vegen talalhatoak.

A rutin 'H-mérések specidlisak, mivel a
spektrumban a jelek alatti tertlet nagysa-
ga meghatarozza a magnesesen ekvivalens,
azonos kornyezetben levd hidrogen atomok
szamat. Peldaul alila szennel jeldlt szenatom-
hoz tartozo jel alatt levd tertlet haromszor
nagyobb, mint a vilagoskek jelhez tartozo te-
rulet, emiatt feltehetden a lila szinl szénhez
harom, a vilagoskek szinlhez egy hidrogen
kapcsolodik.

AKI Kivancsi kemikus 2023

1 kémiai eltolédas ©

A harmadik szempont a jelek alakja volt: egy
jel az 'H spektrumban altalaban akkor hasad
fel, ha 3 kotes tavolsagra talalhatd magnese-
sen nem ekvivalens 'H atommag (mas NMR
aktiv atommagok is kepesek lehetnek hasi-
tasra, de itt ezekkel nem foglalkozunk). Azaz
egy jel csak akkor nem hasad tobb részre,
ha nincs a jelet ado hidrogent hordozo sze-
natommal szomszedos széenatomokon mas
hidrogén. Az 'H atommagok esetében a fel-
hasadasok a kdvetkezdkeppen alakulnak: ha
a csatolo (a jelfelhasadast okozo) hidrogének
kemiailag hasonld kornyezetben vannak, a jel
n darab szomszedos hidrogenmag hatasara
n+1részre hasad. Tovabba az egyes jelrészek
intenzitasa a Pascal-haromszdg szerint alakul
(4. dbra). Az ibuprofénbdl felvett spektrumon
minden metilcsoport (lila és piros) kétfelé ha-
sadt, ugyanis egy-egy szomszedos hidroge-
natom van mindket metilcsoport mellett. A
vilagoskek szinl jel negyfelé hasadt, ugyanis
a jelet ado hidrogen mellett harom hidroge-
natom volt talalhato, a reszek intenzitasanak
aranya: 1:3:3:1.
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4. abra: Jelalakok

A hét folyaman nem egy hosszu, dsszefug-
g6 projekten dolgoztunk, hanem tobb kisebb,
erdekes temat vizsgaltunk. Tobb terulethez
kapcsoloddan is vegeztunk vizsgalatokat,
el6szor gyogyszerhatdéanyagok szerkeze-
tét hataroztuk meg, majd élelmiszerek (tea,
Ouzo) és kozmetikumok (illdolajok) szerves
Osszetevoit vizsgaltuk. Vegul egy C-vitamin-
hoz kapcsolddd néepi hiedelmet probaltunk
igazolni.

El&szor gyogyszerkeszitmenyek  (Aspirin,
Milurit, ibuprofén) vizsgalataval foglalkoz-
tunk. Az Aspirin tablettabdl a hordozdanya-

got eltavolitva megallapitottuk, hogy az nagy
szazalékban valoban acetil-szalicilsavat tar-
talmazott. Ennek szerkezet az 6sszegkep-
let segitségével egyetlen 'H-spektrumbdl is
meg lehetett hatarozni.

A Milurit tabletta hatoanyaga, az allopurinol
azonbankeves hidrogent tartalmaz, igy ennek
szerkezetének megfejtéséhez *C-mérést is
el kellett végezni, illetve a szomszédos 'H és
15C atommagok kapcsolodat feltaro, un. 2 di-
menzios merest is celszerd csinalni. Ameny-
nyiben a meresekbdl kdzvetlenul nem sikerdl
kiolvasni a szerkezetet, egy kivalo adatbazis is
rendelkezésre all (https:/sdbs.db.aist.go.jp),
amelyen nemcsak NMR, hanem példaul IR és
MS adatok is megtalalhatok j6 esetben.
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5.abra: Egy 2 dimenzios 'H-13C korrelacios mérés
(HSQC) spektruma

A kdvetkezd meresben a zold tea hatdanya-
gat vizsgaltuk. A zold tea mas teafajtakhoz
kepest kevesbe feldolgozott, igy tobb antioxi-
danst tartalmaz, amelyeknek szamos jote-
kony hatasat kdszonheti, de ezen kivul ismert
az elenkitd mivoltarolis. A hatdoanyag megha-
tarozésahoz 11,5 g teafuvet mertunk ki Er-
lenmeyer-lombikba, azutan 20 ml NaOH-ol-
dattal lugos kdzeget hoztunk letre, amelyben
extrakciot vegeztunk diklormetannal. Dekan-
talas utan natrium-szulfaton megszaritottuk
akapott oldatot, melyet beparolva vilagoszold
szinU, szilard por maradt a lombikban. Ebbdl
keszitettink mintat egy NMR csébe, majd a
spektrumot az online adatbazis segitsege-
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vel kiertekeltUk. Az eredmény pedig valaszt
adott arra, hogy miert élénkitd hatasu a zold
tea, ugyanis a mintank egy koffein oldat volt.
(A zold szint egyeéb, kis mennyisegl szennye-
78k okoztak.)

6.abra

A kovetkezd meres soran 4 kulonbozd, kis-
boltban kaphato illdolajat vizsgaltunk meg,
mivel a cimkejukon feltUntetett dsszetétel
megegyezett, bar tobbféle illattal rendelkez-
tek. Az egyikbdl mintat keészitettink, hogy
megvizsgalhassuk. Meglepd eredmeényunk
szuletett: nem a cimkere irt p-menta-1,8-di-
eén vagy geranil-acetat molekulat azonosi-
tottuk, hanem azt allapitottuk meg, hogy a
minta egy harmadik dsszetevét, dietil-ftala-
tot tartalmazott tulnyomao részben. Ezt oldo-
szerkent alkalmazzak, mig a két feltUntetett
Osszetevd csupan benne oldott illatanyag.
Tehat arra a konkluzidra jutottunk, hogy az
Osszetevok listaja helytelenul kerult az illo-
olajra, ami igy akar nem vart allergias reakciot
is okozhat.

(R)-p-menta-1 64 (
geranil acetat
VESZELY Boririéct

i Szav.ids.:
i felbontastsi 126%
/

T8 T R UGS 5 T8 TS T4, LAS WS 43 W41 44 MOLUS M2 62 A2 106 B S IS g L 1 2 12
1 (ppm)

7. abra: A dietil-ftalat spektruma
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Egy masik meresben az Ouzo aromaanya-
gat probaltuk meghatarozni. Ez egy gorog
eredettel biro, tobbek kozott anizzsal izesitett
szeszesital. A minta el6keszitésehez az ital
35 cm?*-es mennyiségét 10 cm® diklérme-
tannal elegyitettuk, majd 1 perces extrakcio
utan, amit Vortexen végeztink, elvalasztot-
tuk a szerves fazist, ami a diklormetan esete-
ben rendhagyd, ugyanis alul helyezkedett el,
mivel a viznél nagyobb surlsegl oldoszerrel
volt dolgunk. A viz maradékat natrium-szul-
faton tortend szaritassal tavolitottuk el, majd
a diklérmetant és a vele elegyedett etanolt
rotacios vakuumbeparlon torténd beparlas-
sal tavolitottuk el. A szilard anyagot 0,75 cm?
deuteralt kloroformban oldottuk fel. A kapott
spektrumot elemezve megkaptuk, hogy a
keresett aromaanyag az anetol, amely ede-
sitészerkent is alkalmazhato, mivel a kris-
talycukornal tizenharomszor édesebb. Ez az
aromaanyag okozza azt a jelenséget, ami az
Ouzo behUtésekor figyelhetd meg. Ha 20 °C
ala helyezzUk az italt, abban fehér pelyhekben
kivalo szilard anyag figyelhetd meg, ami nem
mas, mint az anetol.
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8. abra: Az anetol 'H-NMR spektruma

Vegul pedig megvizsgaltunk egy kdzsza-
jon forgd bdlcsesseget, miszerint a C-vi-
tamin-tartalmu z6ldségeket/gyumolcso-
ket nem célszerl sokaig fézni, a C-vitamin
ugyanis lebomlik és nem fejti ki j6tekony ha-
tasait. A hiedelem igazolasara 150 mg asz-
korbinsavat mertink be mikrohullamu reaktor
csovebe, majd 2 cm?® D,O-ban oldottuk. A

mikrohullamu reaktorban 150 °C-on 30 per-
cig kevertettuk a mintat, majd a beldle felvett
spektrumot 6sszehasonlitottuk egy frissen
keszitett oldatéval, majd kisse meglep&dve
azt tapasztaltuk, hogy a C-vitaminnak nagyon
kis mennyisege, minddssze 2-3% bomlott el.
Persze ettéImégabdlcsessegnem tekinthe-
t& megcafoltnak, a valodi fézés ugyanis nem
tiszta vizben (vagy nehézvizben) torténik, igy
szamos masik anyag is jelen lehet, amivel a
C-vitamin elreagalhat.

9. abra: A C-vitamin tartalmu minta behelyezése a mik-
rohullamu reaktorba

Osszefoglalas:

A heten megismerkedhettink  az
NMR-spektroszkopia alapelvével, a készu-
lekek mUkodesenek alapvetd elgondolasai-
val. Megtanulhattuk, hogyan kell egy mintat
el6keésziteni és azt behelyezni a mulszerbe,
valamint hogyan lehet a mérest elinditani és
kiertekelni. Belemelyedtink a spektrumok er-
telmezésebe, azok logikai rejtvenyekhez ha-
sonld megfejtésébe. Es persze a korilottink
talalhato, alapvetd termeékekbdl probaltuk ki-
nyerni a szerves alkotot és megfejteni annak
szerkezetet. Ebben az izgalmas vizsgalodas-
ban nagy segitsegunkre voltak témavezetd-
ink, Teski Tamara, Balterer Bence és Turczel
Gabor, akiknek utolag is szeretnenk megko-
szonnia tamogatast.
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Témavezetdk:
Bodnar Anikoé biologus

Kutatocsoport:

Atlépés a membranon - a membranfe-
hérjék szerepe

A sejteket a kulvilagtol egy szemipermea-
bilis bioldgiai membran hatarolja el. Ez az el-
hatarolas segit abban, hogy a sejt sajat belsd
terét a neki megfeleld allapotura szabja. Mi-
velhogy egy féligateresztd membranrol be-
szelunk, ezert nem minden molekula kepes
rajta atjutni—hasznosak és karosak egyarant.

MielStt jobban belemennenk, tekintsuk at a
biologiaimembranok alapvetd szerkezetet. A
biologiai membranok alapvetd univerzalis al-
kotoreszei a kettds reteget alkoto foszfolipid
molekulak és a koleszterin. Ezek a foszfolipid
molekulak amfipatikusak, tehat van mind hid-
rofil, mind hidrofob részik is. A hidrofil fosz-
fatcsoport néz az intra- és extracellularis tér
felé is, a 2 szénhidrogénlanc pedig egymas
felé fordulva éall. Ezen a kettds retegen alap-
vetden csak kisebb molekulak, valamint hid-
rofdb anyagok jutnak at (1. abra). A korulbelll
glukdzmeretl es annal nagyobb molekulak,
valamint az ionok szamara ez a kettds reteg
atjarhatatlan. Ellenben kbzismert az a tény,
hogy peldaul egy sejt egeszseges mukode-
sehez nelkuldzhetetlenek a cukor molekulak.

E \. g ‘ . "p’-"; B\
omai Katolikus Gimnazium

Dr. Telbisz Agnes tudomanyos fémunkatars

»

Génregulacio Kutatocsoport, Enzimologiai Intézet

Akkor felmerul a kérdes, hogy megis ezek a
molekulak hogyan jutnak at a membranon.
Kénnyen feloldhatd ez a kérdes, hiszen a
membranok meg tartalmaznak sokféele funk-
ciot betoltd feherjeket a foszfolipid moleku-
lakon kivul. Jelen esetben mi most a memb-
rantranszport  folyamatokra  kihegyezve
tanulmanyozzuk a sejtek membranjat.

Extracellular space

Small Large
uncharged uncharged
Hydrophobic polar polar
molecules molecules molecules lons

Cytoplasmic space © Physiology

1. abra: A szemipermeabilis membran

A kulonbdzd anyagok membranon tortend
atjutasat ugynevezett membrantranszport-
feheérjek segitik. Két nagy csoportot kulon-
bdztetunk meg alapvetden a transzportfo-

52 | AKIKivancsikémikus 2023

lyamat energiaigenyet tekintve: a passziv
és az aktiv transzportot (2. abra). A passziv
transzporthoz a sejtnek nem szukseges
energiat befektetnie, a transzport energia-
igenye altalaban a koncentraciokuldnbsegbdl
adodo energiabol fedezddik. Legegyszerlbb
esete a mar targyalt egyszerl diffuzio, ami-
kor az adott reszecske magatol kepes at-
jutni @ membranon, barmiféle segitseg nel-
kul. A facilitélt diffuzié esetén az anyagunk
egy csatornan vagy hordozon keresztul jut
be a sejtbe szintén koncentracio kuldonbseg
alapjan energia befektetés nelkul. Az aktiv
transzport eseten a szallitashoz szUkseges
energia szarmazasanak megfeleléen meg-
kulonboztetunk elsddleges, illetve masodla-
gos aktiv transzportot. Elsddleges eseten a
transzporthoz szukseges energia ATP bon-
tasabol fedezddik. Ez esetben lehetdseg nyi-
lik egy, vagy akar tobb anyag koncentraciog-
radienssel szembeni szallitasara a membran
ket oldala kdzott. Masodlagos aktiv transz-
portrol akkor beszelunk, amikor az energia
egy masik molekula koncentraciogradienssel
megegyezo iranyba tértend transzportjabol
fedezddik. Ezt a jelenseget kotranszportnak
nevezzuk. Ezen belll is megkulonbdztet-
hetink a ket anyag egymashoz viszonyitott
iranya szerint alapvetden ket tipust: A szim-
portot és az antiportot. Szimport esetén a
ket részecske azonos iranyban, mig antiport
esetén ellenkezd irdnyba mozog. (2. Abra)

A membran kapuérei - az ABC multidrog
transzporterek

Az ABC multidrogtranszporter csaladba
olyan membrantranszportfeherjek tartoznak
bele, amelyek kulonbdzd, jellemzben hidro-
fob molekulakat kdtnek meg meg a memb-
ranban, az erre specifikus transzmembran
kotdhelyeiken, es ATP bontas hatasara be-
kovetkezd terszerkezet valtozassal az ext-
racellularis térbe I6kik azt (3. abra). Neviket
a 2 db ATP Binding Casette szekvenciajukrol
kaptak, amelyek a citoplazmaba logva gomb-
szerUtéralkatot vesznek fel, ésnem meglepd
modon az ATP bontas vegzik. Tehat a kilo-
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2. abra: A membranfehérjék transzporter mikédése

kes folyamata ket részre tagolhato: a feherje
transzmembran részeén a hidrofob szubszt-
rat molekula megkotddik, a fehérje belsejebe
kerul. Masodik lepeskeént pedig a feheérje az
intracellularis tér feleé nézd ATP kdtShelyein
ATP-t bont el, és az ebbdl szarmazo energia
felnasznalasaval, Ujabb térszerkezetvaltozas
eredmenyekeppen a szubsztrat molekulat
kiloki az extracellularis térbe.

ATP ADP +Pi

PC SM PE PS Chol Other

O Drug

3. abra: Az ABC transzporterek mikoédése
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Az ABCG2 egy multidrog rezisztenciat oko-
z6 fehérje, azon belul egy féltranszporter mi-
vel van benne egy transzmembran domen
es egy nukleotid koté domen. Ket , feltransz-
porter” dsszedllasaval alakul ki a mukoddoke-
pes teljes transzporter. Az ABCG2 nagyon
sokféele drogot tud kipumpalni a sejtbdl, ezt
a gyogyszeriparnak kotelezd jellemezni. Az
ABCG2 a masodik legfontosabb multid-
rogtranszporter réogton az ABCB1 utan. Az
ABCG2 a hatarfellUleteken taldlhatd meg,
mint az agy-vér gat, az emld, a maj-epe, a
mehlepeny, a vese, a belham, az ivarszervek
es a tumor. A multidrog rezisztenciat a tu-
morkezeléssel kapcsolatban fedezték fel. Ha
az ABCG2 kismértékben van jelen a tumor-
sejtben akkor a kemoterapia be tud jutniara-
Kos sejtbe eés kdnnyen elpusztitja azt, viszont
a kemoterapias szer a kdlcsdnhatasa reven
fokozhatja az ABCG2 jelenlétéet. Emiatt egy
kovetkezd kemoterapia esetéen az adott ke-
moterapias gyogyszer es ezzel egyutt mas
ABC transzporter szubsztrat gyogyszerek
nem jutnak be a rakossejtbe és igy nem tud-
jak elpusztitani a sejtet. Ezt nevezzik multid-
rog rezisztencianak.

A kutatotabori munka soran az ABCG2 fe-
hérje kimutatasara és funkcidjara vonatkozo
mereseket ismerhettink meg.

Az ABCG2 fehérje nyomkévetése és azo-
nositasa a sejtekben, membranokban

A GFP-veljelzett ABCG2-t Sf9 rovarsejtben
(4. abra) fejeztuk ki. Bakulovirus fertézéssel
vittuk be. A GFP egy kisméret( zolden fluo-
reszkald fehérje ami hozzakapcsoldodik az
altalunk kivalasztott fehérjehez és emiatt a
megfert6zddott sejtekben a fehérje lathato-
va valik a fluoreszcens fényben (4. abra jobb
oldal). Az ABCG2 génjét belelltettuk plazmi-
dba, majd pedig a bakulovirusba ami rekom-
binanssavalt. Arekombinans aztjelenti, hogy
a virust mar atalakitottuk. A modell sejtekben
minel nagyobb mennyisegl rekombinans fe-
herje keletkezik annal jobban merhetd ered-
menyt kaphatunk. A szin intenzitasa fugg a
fertézeés merteketdlis.

4. abra: GFP-ABCG?2 az Sf9 sejtekben

Az ELFO-t azaz az elektroforézist nuklein-
savak és feherjek elvalasztasara hasznaljuk.
A fehérjéket elészor denaturaljuk majd egy
akrilamid gél lapon futtatva, elektromos me-
z6ben, a tobbfeéle fehérjét tartalmazo min-
tat méret szerint szetvalasztjuk. A negativan
toltott fehéerjek a méretukhdz viszonyitott
sebesseggel haladnak a pozitiv polus felé.
A geél ket reszbdl all, felul van a féslgel ami
egy kicsit higabb, ebben vannak a mintafelvi-
vé zsebek, alul tbmenyebb a gél, ez a lapgel
ahol a szetvalasztas megy. Mi 7,5%-0s gel-
lel dolgoztunk. A tobbkomponensd gelt ket
rogzitett Uveglap kdzdtt megontjuk eldszor
a lapgelt, majd dermedeés utan a féesugelt eés
behelyezzUk a mintatartd helyeket kialaki-
to fesut és hagyjuk dermedni. A megontott
lapokat belerakjuk az ELFO kamraba amit
pufferrel toltunk meg. Ezutan felvisszuk a
mintat a zsebekbe. A minta felvitele utan el-
kezdjuk a futtatast. A féslgelben 25mA-ral,
a lapgelben 120V-tal, altalaban masfel ora-
ig tart a futtatas. A mintafelvitelnél hasznalt
puffer bromfenolkéket is tartalmazott ami
mutatta a fehérjefront haladasat, ezaltal tud-
tuk meddig kell végeznink az elektroforézist.
Az elektroforézis utan a feherje csikokat meg
lehet festeni példaul Coomassie festéssel.
A géllaprdl a feherjeket azonos elhelyezke-
déssel atfuttatjuk egy gélre fektetett PVDF
membranra egy masik készulékben (ez a
blottolas), majd a vizsgalni kivant fehérjéket
a hozzajuk kotddo antitesttel megjeldlhetjuk.
A western blot a feheérjek vizsgalatara lett ki-
fejlesztve. A western blot eljarasnal a célzott
fehérje festéshez specifikus antitestet (el-
sédleges antitest) és egy ehhez kapcsolodd
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Sf9 sejtek faziskontraszt kép (20x) Zold fluoreszcens kép (20x) GFP-ABCG2

jelolt masodlagos antitestet is szUkseges
hasznalnunk. Mianti-ABCG2 antitestet (egér
IgG2b, BXP-21) és egy tormaperoxidaz-hoz
kotott anti-eger IgG antitestet hasznaltunk.
A tormaperoxidaz egy megfeleld szubsztrat-
bol lumineszcens jelet készit azon a helyen
ahol az antitest a PVDF membranhoz kotd-
dott, ezt rontgen filmen vagy lumineszcens
keépalkotd berendezésben detektalhatjuk (4.
abra).

kDa
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5. abra: ABCG2 Western kimutatas

Az ABCG2 miikédése - hogyan mérjuk
meg a véddpajzs hatékonysagat?

A feheérje mukddeésenek vizsgalatara pedig
egy ATPaz merést végeztink az ABCG2 ket
szubsztratjaval, a chrysinnel es a quercetin-
nel. Mind a kettd antioxidanskent arusitott fl-
avonoid tartalmu gyogyhatasu keszitmenyek
egyik alkoto anyaga. Arra voltunk kivancsiak,
hogy vajon ezek kdlcsdnhatasba lepnek-e az
ABCG2 membrantranszportertnkkel. Erre
alkalmas az ABCG2 ATPaz aktivitasanak me-
rése ezen anyagok jelenleteben, ezaltal lehet
kovetkeztetni hatekonysagukra. A meres-
hez ABCG2 fehérjét tartalmazd membran-
vezikulat hasznalunk. El&szor el kell ernunk,
hogy a mintamembranunkban nagy meny-

Méret ABCG2
stand 2.5

nyisegben legyen jelen ez a feherje. Emellett
fontos az is, hogy a fehérje ATP kotdhelyei a
membranvezikulabdl kifelé nézzenek, hiszen
igy merhetd az ATP fogyasztas. A fentieket
ugy erjuk el, hogy Sf9 rovarsejteket megfer-
tézunk bakulovirussal, amelybe elbzetesen
az ABCG2-t kodold human DNS-t mar eld-
zetesen ,beletettUk”. A begyUjtott sejteket
ezutan homogenizaljuk, majd frakcionaljuk
centrifugalassal, igy el&allitva a mereéshez

ABCB1 memb.minta
5 10 20 5 ug fehérje

Coomassie festés

anti-ABCG2 western

mar megfeleld membranvezikulakat. Azon-
ban ugyelnunk kell arra is, hogy a sejt belsd
terehez hasonlo kdrnyezetet teremtsunk
annak érdekeben, hogy a fehérjek norma-
lisan mukdodjenek. llletve azt sem szabad
elfelejtenunk, hogy habar az ABCG2 nagy
mennyisegben van jelen a membranvezi-
kulainkban, nem az egyeduli fehérje. Ezert a
tobbi ATPazt blokkolnunk kell, hogy ne zavar-
jak a mérés pontossagat. A fentieknek meg-
feleléen a pufferoldatunk tartalmaz EGTA-t,
Na-azidot, Ouabaint, mint gatloszereket és
KCl-ot, valamint DTT-t a megfeleld kornye-
zet megteremtéséhez. Természetesen a
pH is 7 koruli, eés az ozmotikus viszonyok is
a sejtben uralkoddakat imitaljak. Harmadik
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ABCG2 ATPaz aktivitds

specifikus aktivitas
(nmol Pi/min/mg protein)
8
=

6. abra: ABCG2 funkcio mérés (ATPaz) (Pi - foszfation koncentracio, inh=inhibitor)

lepéskeént, a kész pufferoldatunkhoz hozza-
adhatjuk a membranvezikulakat megfeleld,
azonos mennyisegben, majd hozzaadhatjuk
a szubsztrat molekulat is. A vizsgalni kivant
anyagokat DMSO-ban (dimetil-szulfoxid) ol-
dottuk, amely az alkoholhoz hasonldéan am-
foter sajatsagu vegyulet, és ebbdl nagyon kis
terfogatban adtuk hozza a reakciohoz eze-
ket. A mintakhoz (3mM) Mg-ATP-t adunk, és
ezutan 20 percen keresztul 37°C-on inkubal-
juk. Ezutan ledllitjuk a reakciot, és kimutatjuk
a szamolasunk alapjat kepezd ATP-rél leha-
sadt foszfatot. Masodikként egy olyan reak-
Cioba visszuk bele a mintat, ahol egy szines
komplex kepz&dik a foszfat ionbdl, amelynek
az optikai denzitasat meg tudjuk mar merni.
A merest 15 perc utan 660 nm-es hullam-
hosszon ejtjuk meg spektrofotométerrel.
Azonban a mereés leirasabdl meg hianyzik
egynehany minta, amelyek a szamolashoz
nelkuldzhetetlenek. Szamolnikell egy alapve-
té hattérrelis, amiazt jelentihogy a puffernek
semegeszennullaaz OD értéke, éseztazer-
téket minden meresi eredmenyunkbdl le kell
vonnunk a pontos szamolasok folytatasahoz.
Egy olyan mintat is készitunk, amely az ATP
onbomlasat meri azaltal, hogy csak ATP-t
tartalmaz, membrant nem. A harmadik me-
rest pontositd mintank pedig minden alkoto-
reszt tartalmaz, st meg vanadatot is adtunk
hozza. A vanadat az ABCG2 gatloszere, igy

ez a minta alkalmas arra, hogy megmerjuk,
hogy mennyi ATP bomlott el mas feherjék
muUkodeése altal (habar ezt kuldnbdzd gat-
|6szerekkel megprobaltuk megakadalyozni,
megis fellep egy alacsony erték, amivel ér-
demes szamolni). Most mar csak a szamolas
menetével vagyok ados. Ehhez azonban meg
meg kell mernunk egy sor standard mintat.
Ismert mennyiségl foszfatot (Pi) tartalmazo
mintak ezek, amelyeket szinten beleviszunk
a kimutatasi reakcioba, és megmerjuk az OD
ertekuket. Ezen értékek alapjan felallitunk
egy referencia egyenest, €s igy mar a me-
rendd mintak OD éertekeit kdnnyeden attud-
juk szamolni Pi koncentracio ertékekre. Ve-
gezetul az aktivitas egysege nmol Pi/min/mg
protein. tehat szukseges adat meg az dsszes
protein mennyisege is, ami meresunkben 5
pg/minta, és az idd pedig 20 perc, amit mar
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emlitettunk. Meresunk eredmenyeibdl pedig
lathatoak, hogy igen, mind a ket antioxidan-
sunk mar igen kis koncentracioban jelentds
aktivitas valtozast eredmenyez. Az ered-
menyekbdl pedig nyugodtan levonhatjuk
azt a kovetkeztetest, hogy ezek az anyagok
nem igazan hatekony antioxidansok, hiszen
ismerve az ABC multidrogtranszporterek
funkcidjat, meég csak be sem jutnak a sejtbe,
hogy kifejtsek ott hatasukat. De ez persze
mennyiseg kérdese is.

www.ttk.hu/aki/kutatotabor
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Témavezetok:
Kollar Levente PhD hallgato
Dr. Kovacs Péter tudomanyos fémunkatars

Kutatocsoport:

A par évvel ezel6tt kitort Covid19-jarvany az
elet minden teruletére drasztikus hatast gya-
korolt, termeészetesen a gyogyszerkutatas sem
volt ez aldl kivetel. A gydgyszerkutatok erdek-
|6dese tobbek kozdtt olyan hatdanyagok fej-
lesztésere iranyult, melyek a virus mikodeset
a betegseg lefolyasanak szempontjabol ked-
vezben befolyasoljak. Tobb bioldgiai célpontot
is validaltak, ezek k6zUl az egyik az ugynevezett
Mp (Main Protease), a virus féprotedz-enzime
volt. Az emlitett enzim kulcsfontossagu sze-
repet jatszik a virus replikaciojaban, emellett
alacsony homoldgiat mutat emberi endogen
proteazokkal, igy idealis célpontnak bizonyult
alacsony toxicitasu, nagymertekben specifikus
protedaz inhibitorok kutatasahoz. A Gyogyszer-
kemiai Kutatocsoport egyuttmukodod partnerei
rontgendiffrakcios fragmens-szlrés segitse-
gevel azonositottak a pirimidin-2-karbonitrilt
(1) és 4-bréombenzolszulfonamidot (2), mint az
Mre-val kolcsbnhatasba lepd, a kdtdzsebben
egymashoz viszonylag kozeli helyeken kotédd
molekulakat (1. dbra). Tobb molekulat is tervez-
tek es eldallitottak, ahol a ket fragmenst egy
par atom hosszusagu tavtarto (linker) segitsé-
gével kapcsoltak 6ssze. Az 1. abran lathato (3)
molekula bioaktivitasa volt szamottevd.

azium, Szombathely

Gydgyszerkémiai Kutatocsoport, Szerves Kémiai Intézet
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1. abra: Azonositott fragmensek, valamint a linkerrel
0sszekotott legaktivabb szarmazék

Szamitasos kémiai vizsgalatok alapjan azt fel-
teteleztek, hogy az emlitett aktivitast tovabb
lehetne javitani azaltal, ha a brom szubsztitu-
enstegy ot-, vagy hattagu gyUrUre cserelik, ami
egy-ket atom hosszusagu tavtarton keresztul
kapcsolddik a molekuldhoz. Igy szulettek meg
a KF-4 és DA-4 jelzés( molekulak, melynek a
szintézisen dolgoztunk a kutatotabor folya-
man. Elsd lepeskent témavezetdinkkel kidol-
goztunk egy-egy negy lépéses szintézistervet
(2. abra). A kutatotabor soran redlis célul a har-
madik lépéseig valo eljutast tlztuk ki. Mindket-
ten ugyanolyan tipusu reakciokat vegeztink.
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2. abra: A kidolgozott szintézisterv

Aromas Nukleofil szubsztittcio

A hét soran elsé feladatunk egy-egy aromas
nukleofil szubsztitucio elvégzése volt (3. abra).

~ Els&lépésbenanaliti-

SONH, HeN g

MR, DPEA o kai merlegen kimertuk

v e &5 a kiindulasi anyagot, a
' ' 3-ciano-4-fluor-ben-
O e zolszulfonamidot (4),

e e amelyet feloldottunk

DMF,DIPEA
—_—

e o n dimetilformamidban
¢ é (DMF). Az oldathoz
automata pipettaval

3. abra: Aromas nukleofil diizopropil-etil-amint
szubsztiticios reakciok (DIPEA) adtunk, amely
a reakcioban bazis-

kent vett részt, feladata a szubsztitucid soran
keletkezd hidrogen-fluoridot megkotése volt.
Vegul areakcioelegyhez hozzaadtunk a megfe-
leld primer amint: a KF-1 el&allitasahoz 2-ami-
nometil-tiofént (5), a DA=1 szintézise soran pe-
dig benzil-amint (6) hasznaltunk. A reakciok 16
oran at zajlottak szobah&émeérsékleten, az allan-
do keverest magneses keverdvel biztositottuk.
Kivancsisagbol a reakcio kezdete utan egy
oraval mintat vettunk a ket elegybdl, es tomeg-
spektromeéterrel kapcsolt nagy hatékonysagu
folyadékkromatografias készulék (HPLC-MS, 4.
abra) segitsegével analizaltuk a reakcioelegyek
Osszetételét. A folyadékkromatografia (HPLC)
soran a minta komponensei a mozgo fazisban
(acetonitril és viz valtozd dsszetételll elegye)
athaladnak egy C18-modositott szilikagelt tar-
talmazo oszlopon (allé fazis), igy polaritas sze-
rint elkdlonulnek. Az egyes anyagok eluciojat
UV-detektor segitsegevel azonositjuk, tovabbi
informaciot az adott komponensekrél a to-
megspektrométer (MS) segitségével nyerink,

DA-1

ahol megtortenik az molekulak ionizacidja és
fragmentacioja. A kapott spektrumok és kro-
matogramok elemzesevel atfogo informacio-
halmazt kaphatunk keverékunkrél.

!

4. abra: HPLC-MS

Az UV-kromatogram és az MS spektrumban
megjelend tdmegek arra engedtek kovet-
keztetni, hogy 1 ora elteltevel mar mindket
elegyben jelen volt a kiindulasi anyag mellett
a megfeleld termek. 16 ora eltelte utan uUjra
megvizsgaltuk a reakcioelegyet HPLC-MS
segitsegevel, és arra kovetkeztettunk, hogy
a reakciok vegbementek, a DA=-1 reakcional
a konverzio teljes volt, mig a KF-1 reakcional
jelen volt minimalis mennyisegben a kiindulasi
anyagis.

A termeékek tisztitasanak elsé lepésekent
folyadek-folyadék extrakciot vegezunk. A
reakcidelegyeket etil-acetattal higitottuk,
valasztotolcsérbe toltodttik, majd desztillalt
vizzel atmostuk a szerves fazist, hogy a vi-
zoldhato szennyezddéseket eltavolitsuk. Ket
kulonb6zd Erlenmeyer-lombikba  gyUjtottik
a ket fazist, majd a vizes fazist Ujra atmostuk
etil-acetattal, hogy a termékveszteseget mi-
nimalizaljuk. Végul az egyesitett szerves fazist
vizmentes MgSO,-tal szaritottuk. Szdrépa-
pirral belelt tolcseren kiszlrtuk a MgSO ,-ot,
majd a szUrletet rotacios vakuumbeparlo se-
gitségével beparoltuk (5. abra). Ez a keszulek
lehetdve teszia magasabb forraspontu anya-
gok nagymertekl melegités nelkuli desztilla-
ciojat enyhe korulmeények kozott.
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5. abra: Rotacids vakuumbeparld

Rovid iddn belll a lombikok falara feher, szilard
anyag valt ki. A tisztitas kovetkezd lepesekent
forditott fazisu flash oszlopkromatografia (6. és
7. abra) segitségevel valasztottuk szét a kelet-
kezett termekeket a megmaradt szennyezoktol.
A készlulek mUkodese sok hasonldsagot mu-
tat a korabban bemutatott HPLC-vel, azonban
hasznalatanak nem analitikai, hanem preparativ
celja van. A gomblombikok falara kivalt anyago-
kat feloldottuk kis mennyisegt DMF-ban, majd
egy fecskenddvel a kromatografias oszlop-
ra injektaltuk. Eluensekkent desztillalt vizet és
acetonitrilt alkalmaztunk, mindegyikhez 0,1%-
os HCOOH-md&dositét tettunk, ezzel is segit-
ve az anyagok elvalasat egymastol. Az all6 fazis
C18-modositott szilikagellel toltdtt oszlop volt.

A sikeresen elvalasztott termékeket tartal-
mazo frakciokat egyesitettik egy-egy gdmb-
lombikban, majd rotacidés vakuumbeparld
segitsegevel leparoltuk az oldoszereket. A
gomblombikok falan kivalt feher szilard anyagok
mar a tiszta termekek voltak. A DA=1 reakcio
76%-0s termeléssel, mig a KF-1 reakcio 74%-
0s preparativ termeléssel ment vegbe. Ahhoz,
hogy meggydzddjunk a termek tisztasagarol,
'H-NMR spektroszképiat is végeztink. A mert
spektrumok (8. és 9. abra) is igazoltak, hogy az
utolso beparlas vegen kapott termekeink valo-
banavart KF-1 és DA-1 vegyUletek voltak, me-
lyeket megfeleld tisztasaggal izolaltunk.

32.0 min, 74.8%B 60 ml/min

6. abra: Flash kromatograf mikédésben (balra)

7.abra: A KF-1 reakcio flash kromatogramja (jobbra)
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9. abra: A KF-1 vegydlet 'H-NMR spektruma
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Katalitikus hidrogénezés

A szintézis masodik lepeéseben egy-egy kata-
litikus hidrogénezest vegeztink el (10. abra). A
KF-1, illetve a DA-1 molekulakat Raney-nikkel
katalizator jelenletében nagy nyomasu H,-vel
reagaltattuk, igy vegeztik a nitrilcsoport reduk-
cidjat. A reakciok autoklavban zajlottak, ami egy
acélbol készult, nyomastarto készulek (11. abra).

Az €eléz6 lépésben
H, (10 bar) / Ra-Ni , .
w8 kapott  termékein-
100°C,16 h HN. ,
%i o é ket (KF-1 és DA-1)
ammoniaval telitett

KF-1 KF-2
SONH, SO0;NH,

Hz (10 bar) / Ra-Ni metaﬁd éS V|IZ ele_
MeOH/NHy/Hy HaN. .
i — " gyében feloldottuk,
é) é) majd az oldathoz
DA-1 DA-2

Raney-nikkel katali-
zatort adtunk. A ke-
verekekhez ~ mag-
neses keverémagot
tettunk. Az autoklav

10. abra: Katalitikus hid-
rogénezési reakciok

IIm
< 'v '
nyomasmero t 'V :

! Jrieeg

11. abra: Autoklavok

tetejet csavarokkal gondosan rogzitettik, majd
a fels6 szelepen at argonos atmosast kovetd-
en a készuleket megtoltottik hidrogengazzal.
A feltoltéskor az autoklavokban uralkodo nyo-
mas 9 bar volt. A reakciok nagy fordulatszamu,
folyamatos keverés mellett, 100 °C-on 16 6ran
keresztul zajlottak. Masnap jeges furdd segit-
segevel leh(tottuk az autoklavokat szobahd-
mersekletlre. Megallapithatd volt mindket re-
akcional az eléz6 naphoz viszonyitva a nyomas

csokkenése, ami a reakcio lejatszodasara utalt.
A reakciok sikeresseget HPLC-MS mereéssel is
igazoltuk, viszont a kromatogramok szerint a
termekink mellett mas mellektermekek is ke-
letkeztek, ami a reakciomechanizmus alapjan
nem teljesen varatlan. A reakcioelegyek fel-
dolgozasa soran elsé lepesben eltavolitottuk a
katalizatort. Egy UvegszUrdbe kb. 2 cm-es celit-
reteget kanalaztunk, amit metanollal t&mori-
tettUk. A reakcioelegyeinket ezen a retegen
keresztUl atszUrtuk, a szivopalackbajuto szlrle-
tet gdmblombikba toltottuk, majd rotacios va-
kuumbeparloval megszaritottuk. A lombik falara
tapadd anyagot kis mennyisegl DMF-ban felol-
dottuk, majd flash kromatografia segitsegevel
komponenseire bontottuk. Eluensként vizet és
acetonitrilt hasznaltunk. A megfeleld kemcso-
veket egyesitve megkaptuk a tiszta vegyulete-
ket tartalmazo oldatokat, beparlassal nyertuk
a szilard termekeket. A DA=2 reakcio 32%-0s
termelessel, mig a KF-2 reakcid 38%-o0s pre-
parativ termeléssel ment vegbe.

N-acilezés

Utolso feladatunk a héten ket N-acilezes el-
vegzese volt. A reakciok soran a kapott amino-
kat (KF-2 és DA=2) 2-klor-pirimidin-4-karbon-
sawal (7) acileztuk, igy kaptuk a KF=3 és DA=3

szamu amidokat (12. abra).
Areakcio elsé lépe-
m):) o e SEként a 2-Kior-piri-
& o WVQ midin-4-karbonsa-
& vat (7), a HATU-t és
KF-2 k3 a DIPEA-t feloldot-
tuk DMF-ban, majd
magneses keverdre

helyezttk 10 per-
cig. Erre a lépesre
azért volt szlkség,

mert a HATU aktiv
észtert keépzett a
karbonsawval, és az
aktiv észter reagalt
a kiindulasi anyagainkkal. A DIPEA ebben a re-
akcidban is bazisként volt jelen, az aktiv észter
kepzddeset segitette eld. Ezzel parhuzamosan
feloldottuk az el6zd szintézis soran kapott ami-
nokat (KF-2 és DA-2) DMF olddszerben, majd

12. abra: N-acilezési
reakciok
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a 10 perc leteltével hozzacsepegtettik Sket
az immar aktiv észtert tartalmazo oldatokhoz.
A reakcioelegyeket magneses keverdn egy
éjszakan at kevertettlk szobah&mérsékleten.
16 ora elteltével mintat vettink az elegyekbd,
es HPLC-MS segitsegevel analizaltuk Sket. Azt
tapasztaltuk, hogy a termekek megjelentek,
ugyanakkor meg jelentés mennyiségben jelen
voltak a kiindulasi anyagok is. A konverzio tel-
jesse tételének érdekében tovabbi HATU-t és
DIPEA-t kellett volna hozzaadnunk a reakcioe-
legyekhez, am mi ezt idd hianyaban mar nem
vegeztuk el. A projekt folytatasakent a terme-
kek tisztitasa lenne a kovetkezd lépés.

Jovobeli tovabblépési lehetéségek

Az N-acilezés soran kapott termékek (KF-3
és DA-3) kozeli szarmazékai a célmolekulak-
nak, rendelkezhetnek biologiai aktivitassal, igy a
jovében a bioaktivitasuk vizsgalatara lehetdseg
szerint sor kerul. A negyedik, befejezd szinte-
zislépes elvegzese maradt meg hatra, mely
szintén egy aromas nukleofil szubsztitucio ka-
lium-cianid reagenssel vegrehajtva. Az eldalld
KF-4 és DA-4 molekulak biologiai aktivitasanak
vizsgalata valaszt adna a kerdesre, mely szerint
valoban javulo aktivitashoz jutunk-e az eddigi
legpotensebb molekulahoz (3, IC,, = 5,2 uM)
kepest.

Osszefoglalas

A tabor soran fejenként harom reakciot ve-
geztlk el: aromas nukleofil szubsztituciot,
katalitikus hidrogénezest es N-acilezest, igy
eljutottunk a tervezett KF-3, illetve DA=3 mo-
lekulakig. A munkank soran megismerkedtunk
a preparativ szerves kémia eszkozeivel, példaul
a rotacios vakuumbeparloval, az autoklavval és
a forditott fazisu flash oszlopkromatograffal.
Tovabba kulonféle analitikai mUszerek haszna-
lataban is tapasztalatot szereztink: a HPLC-
MS-ében és az NMR-ében.

Ezuton is szeretnénk megkdszénni temave-
zetdinknek, Dr. Kovacs Péternek, s kulonodsen
Kollar Leventenek a vegtelen turelmet es segi-
tékeszseget, amivel bevezettek minket a kuta-
toi let és a preparativ szerves kémia vilagaba.
lletve szeretnénk megkdszonni a tabor szer-
vezoinek aldozatos munkajat, amivel lehetédve
tettek ezt a felejthetetlen hetet szamunkra.
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Kutatocsoport:

Génregulacio Kutatocsoport, Enzimoldgiai Intézet

A transzpozonok, masnéven mobilis ge-
netikai elemek vagy "ugrald geének” olyan
DNS-szakaszok, melyek képesek megval-
toztatni helylket a genomon belll. Kétféle
tipusuk létezik: RNS-transzpozonok (mas-
néven retrotranszpozonok) és DNS-transz-
pozonok. Az RNS-transzpozonok esetében
el6szor transzkripcioval egy RNS-interme-
dier, majd reverz-transzkripcidval az eredeti
szakasz masolata keletkezik, mely beépul a
genom egy masik pontjara ("copy-and-pas-
te" mechanizmus). A DNS-transzpozonok
ellenben kivagodnak eredeti helydkrdl (ex-
Ccizio), s ezutdn épulnek be ("cut-and-paste”
mechanizmus).

Retrotransposon (Class 1) DNA transposon (Class 2)
R

[ — |
Donor DNA Donor DNA  Donor DNA Donor DNA
lTranscription lExcision
DNA intermediate
RNA intermediate [e=—a—|
+
lReverse transription Target DNA
e ———————
DNA intermediate
 S—
Integration
llntegmﬁon
Transposable element Transposable element
[ — ] [ =]
Target DNA Target DNA Target DNA Target DNA

1. abra: A transzpozonok két tipusanak mdkodesi
mechanizmusa. Forras: https:/www.onlinebiologynotes.
com/transposable-elements-in-eukaryotes/

Kutatomunkank soran egy "Sleeping Beauty"
névre hallgatd DNS-transzpozonnal dolgoz-
tunk. (Azert kapta ezt a nevet, mert egy olyan
DNS-szakasz "reaktivalasaval” hoztak létre, ami
az adott faj (egy lazacféle) evolucioja soran mu-
tacioknak koszonhetden transzpoziciot tekint-
ve inaktiv lett.) Célunk az volt, hogy leteszteljuk
a transzpozon mukodeset, avagy hogy leelle-
ndrizzuk, megtortenik-e az adott DNS-szakasz
kivagodasa (excizio). Ehhez HEK-293 (human
embrionalis vesesejt) sejteket hasznaltunk, me-
lyeket elészér megszamlaltunk egy automata
sejtszamlalo segitsegevel. Az eredmeny 2,16 x
106 db/mllett. Ezt kdvetden lyukankent 400 000
darab sejtet raktunk ki egy hatlyuku lemezre,
majd 24 oraig 37 Celsius fokon inkubaltuk Sket.

$90f100
July 10, 2023~ 10:22 PM

Total count: 2.16 X1 26 cells/m)
Live count: 2.06 X 10= cells/mi
Live cells: 96%

“Press Enter to print count

2. abra: A sejtszamlalas eredménye
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3. dbra: A sejtek lemezre helyezése

Ahhoz, hogy a Sleeping Beauty muUkodeset
(excizidjat) tesztelni tudjuk, a célsejtekbe kel-
lett juttatnunk a transzpozont. Erre a célra ket
kUlonb6zd plazmidot (cirkularis DNS-t) hasz-
naltunk (SB-CMV-EGFP és SB-CMV-mCher-
ry), az egyik egy GFP (green fluorescent pro-
tein) nevl zold, a masik egy mCherry nev(
vorosen fluoreszkald feheérjet kodol.

IR-DR(L) EcoRV (3)

T7 Ndel(301)
~ cMv
Drani (4541) I
Flori
SB-CMV-EGFP
528209
Scal(3869)
Amp Xbal(1472)

\ponA
g & ‘Clat (1749)
‘k \ IR-DR(R)
/ T3

ori

4. és 5. abra: A két dltalunk hasznalt plazmid térképe
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Poun (32)”

Pt (g28z) Amp

Draini {z020) ‘Pvui a8
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A plazmidok megfelelé muikodeset is elle-
nériznunk kellett ahhoz, hogy realisan tudjuk
kesdbb az excizid (transzpozon kivagddasa)
vegbemenetelet ertekelni. Ezt specialis en-
zimekkel, Ugynevezett restrikcids endonuk-
ledzokkal hajtottuk vegre, melyek a plazmi-
dokat bizonyos pontokon hasitjak. Mindket
plazmidot Ndel és Notl endonukleazokkal
‘emeésztettuk”. A plazmidterkepekrdl leol-
vashato, hogy az emesztest kdvetben az SB-
CMV-EGFP plazmidnak 1454-301 = 1153
es 5262-1153 = 4109 bazispar hosszusagu
szakaszokra, az SB-CMV-mCherrynek pe-
dig5186-4042 = 1144 es 5253-1144 = 4109
bazispar hosszusagu szakaszokra kell hasad-
nia. Ezt ellendrizendd, a megfeleld vegyule-
tek hozzaadasa utan emesztetlen kontrollal
egyutt 1%-o0s agardz geélen futtattuk a plaz-
midmintakat, s az eredmeny alapjan megalla-
pithattuk, hogy a plazmidok muikoddnek, tehat
alkalmasak a transzpozonok, illetve a riporter
genek bejuttatasara a celsejtekbe.

6. abra: A mintak gélre helyezése

DNS létra emésztetlen emésztett

4109 bp

~ 1153bp

7.abra: Az emésztett SB-CMV-EGFP futtatasa utan
kapott gélkép. A DNS-létra alapjan lathatd, hogy a vart
eredményt kaptuk.
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Ezt kdvette a transzfekcio, avagy a ket plaz-
mid (s ezéltal a transzpozonok és riporter
gének) sejtekbe juttatasa. A transzfektalas-
hoz FUGENE®G6 traszfekcios reagenst hasz-
naltunk. A plazmidok es a reagens a lemezen
levd sejtekhez adasat kdvetden a sejteket 48
oraig inkubaltuk.

Plasmid
DNA

Transfection

Reagent {}
§\\\[////4_ .
=
=,

2

Endosome /////”\

Integration
STABLE TRANSFECTION

8. abra: A transzfekcio folyamata. Forras: https:/
www.technologynetworks.com/cell-science/articles/
an-introduction-to-transfection-transfection-proto-
col-and-applications-371627

A transzfekciot, avagy a plazmidok sikeres
integraciodjat (a célsejtek genomjaba vald be-
épulés) mikroszkoppal ellendriztlk, ugyanis
megfeleld beépuléstkovetdenafluoreszcens
fehérjeknek immaron ki kellett fejezddniuk
(expresszid) a sejtekben a fehérjeszintézis
soran. A mikroszkopos kepek alapjan sikeres
volt a transzfekcio, a GFP (zold) és az mCher-
ry (piros) fehérjék jelenléte kivaloan lathato a
mikroszkop megfeleld beallitasai mellett.

9. és 10. abra: A transzfektalt sejtek mikroszkdpos képe
a megfeleld megvilagitasokkal. Zélden a GFF, vorésen az
mCherry fluoreszcencidja lathat.

11. és 12. dbra: Atesd fény nélkil az eredmény még
latvanyosabb.

PCR (polymerase chain reaction - polimeraz
lancreakcio) mechanizmussal. APCR egy adott
DNS-fragmentumot sokszorosit DNS-poli-
meraz és Ugynevezett primerek (egyszald DNS
oligomerek) felhasznalasaval, illetve hémér-
sekletvaltoztatassal. A folyamat elsd részeben
95 °C-ra kell melegiteni a mintat, hogy a DNS
kettds hélixe szétcsavarodjon (denaturacio).
Ezutan 60 °C-ra van szUkseg ahhoz, hogy a pri-
merek (@ DNS-polimeraz kotddését lehetéveé
tevd rovid, a sokszorositandd DNS-szakasz 3’
végeére illeszkedd DNS-fragmentumok) ra tud-
janak kotddni a kivant DNS-szakaszra. Ezt ko-
vetden 72 °C-on a DNS-polimeraz létrehozza
a szimpla DNS-szalak komplementer szalait,
ezuttal mar ket dupla hélixet eredményezve,
melyeken a folyamat Ujra elveégezhetd - es igy
tovabb, amig megfelelé mennyisegben meg
nem kapjuk a kivant DNS-szakaszt (esetlnk-
ben a transzpozonok végeikdzottirészt).

STARTING MATERIALS 59"‘3 . Nucleotides:
DNA polymerase "‘i dATP
Primers: ‘I:?u:hnge gg{':
}‘ \5: dTTP
© Heatto 5 13
separate
DNA strands
@ Coolto ali iSI
allow E 3 CycLe 1 . 3 ,
primers to e vields 13. abra: A polimeraz
rimers
1 molecules  [Ancreakcio (PCR) md-
DN, g .
. Folaie ! ,{ kédési mechanizmusa.

extends the
3’ end of
each primer

/! i\ CycLE 2

‘4/\ ;\ u§\_: CycLe 3

yields

8
i _ molecules
i E B
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14. és 15. abra: A PCR készllék a belehelyezett mintak-
kal. A kijelz&jén lathato a folyamat hémérséklet-diagram-

ja.

A PCR utéan kapott mintakat 1%-os aga-
roz gelen futtattuk egy olyan transzpozazzal
egyutt, amirdl (korabbi eredmények alapjan)
bizonyosan tudtuk, hogy mukodik (pozitiv
kontroll), illetve egy olyannal, amirdl tudtuk,
hogy inaktiv (negativ kontroll). Ahhoz, hogy
meggyozodjunk rola, hogy a negativ kontroll
nem veletlendl azert lett-e negativ, mert a
mintaban nem volt (elegendd) plazmid, ha-
nem mert az altaluk kédolt transzpozaz (ex-
ciziot végrehajtd enzim) mutans, ampicillin
kontroll PCR-t is futtattunk a gélen (hiszen az
Osszes plazmid kodolt ampicillin-rezisztens
fehérjét). Az mindharom minta (a pozitiv és
negativ kontroll, illetve a vizsgalandod) ese-
teben is pozitiv lett, igy meggydz&dhettink
arrol, hogy a negativ kontroll (mutans) plaz-
midja meérvado dsszehasonlitasi alap, mivel
tartalmazott plazmidot - exciziora keptelen
transzpozazzal.
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Active transposase

no transposase activity

plasmids after
excision and repair

Exc-For-1

plasmids without
excision

PCR products

16. abra: Az akitv, illetve inaktiv mutans transzpozazt
kodold plazmidok ésszehasonlitasa (Raskd et al., 2022).

Ampicillin kontroll PCR termék Exciziés PCR termék

il s o o o
e S oo B e W o g
e W - W e Rty ‘ﬁ__,‘;ﬂy
&
500 bp AN -

17. abra: A PCR eredmények futtatas utani gélképe
ampicillin-kontrollal egyuitt.

Konkluzioként elmondhatjuk, hogy 1) a
transzfekcio sikerUlt, ki tudtuk mutatni a fluo-
reszcens feherjeket kodold ugynevezett ri-
porter gének expresszidjat a celsejtekben,
illetve, hogy 2) a plazmidon talalhato Sleeping
Beauty transzpozon megfelelben muikodik, az
excizio vegbement.

Szeretnénk megkdszonni témavezetdink-
nek a rengeteg segitseget es utmutatast,
illetve a tabor szervezdinek ezt a kuldnleges
lehetdseget.

N



N

ttk

HUN-REN Természettudomanyi Kutatékézpont www.ttk.hu/aki/kutatotabor
1117 Budapest, Magyar tudoésok korutja 2. www.facebook.com/akitabor

L AK | inesi e 2023



