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1.c.6s26

Dr. Tompos Andras, Anyag- s Kérnyezetkemiai Intézet igazgato

2022-ben tizenkettedik alkalommal szerveztik meg palyavalasztas eldtt allo, kémia és bioldgia
irant érdeklédd kdzépiskolas diakok szamara az ,AKI Kivancsi Kémikus” kutatotabort. Tehetség-
gondozo taborunk evente lehetdseget ad a résztvevdk szamara, hogy egy heten keresztil a Ter-
meszettudomanyi Kutatokdzpont kutatoival egyutt dolgozhassanak, betekintést nyerjenek az itt
vegzett munkaba. I[dén a Termeszettudomanyi Kutatokdzpont 9 kutatocsoportjanak 26 kutatoja
11 kutatasi projekttel fogadta a didkokat az Anyag- és Kornyezetkémiai Intézet, a Szerves Kémiai
Intézet, az Enzimologiai Intézet és a Szerkezetkutatd Kézpont laboratoriumaiban.

A beérkezett palyamunkak birdlata utan a legjobb palyazatot benyujtod 25 kdzépiskolast tudtuk
fogadni a kutatotabor hetére. A didkok fele Budapestrdl, a tobbiek 10 mas magyarorszagiilletve hataron tuli telepulés-
rél, 6sszesen 18 gimnaziumbdl érkeztek hozzank. A diakok az itt toltott egy hét alatt elmélyedtek egy-egy tudoma-
nyos témaban, megismerhették az altalunk alkalmazott kiserleti modszereket, bekapcsolodhattak a labormunkaba,
részt vehettek nagymUszerekkel vegzett méréseken. A tabor utolso napjan miniszimpozium keretében szinvonalas
eldadasokban mutattak be a kutatétabor hetében nalunk végzett munkajukat. Jelen kiadvanyunk a kutatémunka és
elért eredmeények kidolgozott és maradandd megfogalmazasa. Célunk ezzel a kiadvannyal atfogd képet adni a tébor
kutatasi tevekenységeirdl, és bemutatni milyen hangulatban telt ez a hét a Természettudomanyi Kutatokdzpontban.

A 12. AKI Kivancsi Kémikus tabor

Nagyne Dr. Bereczki Laura, szervezé

Nagy 6rom volt, hogy idén Ujra megszervezhettik az ,AKI Kivancsi Kemikus” kutatotabort, mert
az elézd két évben (2020-ban és 2021-ben) a koronavirus-jarvany miatt erre nem volt lehetésé-
gunk. A kutatotabor 6 szervezdje, megformaldja a kezdeteitdl fogva Lendvayné Dr. Gydrik Gab-
riella volt, aki azonban idékdzben nyugdijba vonult, és szerette volna a szervezés feladatat atad-
ni, igy 2022-ben, 11 tabor utan a szervezést Uj szervezdgarda vette at. Igyekeztink megtartani
a tédbornak a 11 év soran kialakult formajat, amelyhez minden segitséget megkaptunk a korabbi
szervezdktol.

A didkok szdmara legérdekesebb, és a tabor legfontosabb része a laboratdriumokban végzett
kutatomunka volt, amelybe a diakok a tabor hetében bekapcsolddhattak. Ez olyan talalkozasi pont
volt, ahol a digkok természettudomanyok iranti lelkesedése kapcsolodhatott a kutatok tudasaval és lelkesedésevel,
izgalmas kutatomunka keretében. A diakok paronként, vagy harmasaval dolgoztak, altalaban egy kutato paros tema-
vezetésével. Ez, a szinte személyes figyelem, lehetédveé tette, hogy a diakokra koncentralt figyelmet fordithassunk, és
igy révid idd alatt viszonylag mélyebb betekintést nyerjenek az adott tertletre.

A laboratoriumi munka utan szamos kdzdssegepitd, vagy tudomanynépszerUsitd programra is sor kerult. A tabort
csapatepitd jatekkal inditottuk, amelynek eredmenyekeppen mar elsé este jo hangulatu kdzdsseég alakult a digkokbol.
Hétfén este meglatogattuk az ELTE Természetrajzi Muzeum Biologiai és Oslénytani kidllitasat, illetve Asvany- és K&-
zettarat Dr. Szente Istvan tarlatvezetésével, majd Dr. Mohai Miklos periodusos rendszer kviz jatéka kapcsan tudtunk
meg sokat a kémiai elemek elnevezésérél. Kedden a Janos-hegyre kirdndultunk a libegével, majd Bajcsi Aron eléadd-
készseget fejlesztd improvizacios tréningjén vehettek részt a didkok. Szerdan kerUit sor a mar hagyomannya valt di-
ak-kutato foci és kosarlabda mérkdzésekre. Cstutdrtdkon Dr. Paszterndk Andras , Kémikusok mas szerepben” tarsas-
jatékaval jatszhattunk, majd Dr. Szeri Fldra biolédgus tudomanyos eldadasara kerult sor. Pénteken meghallgathattuk
a Természettudomanyi Kutatokdzpont kérusanak, a ,Chemical Singers”-nek a mUsorat, amely utan meég egy utolso
kozds sétat tettiink a budai varban.

Mivel a tabor egyik f& célja, hogy segitséget adjunk a természettudomanyos érdeklédés diakok palyavalasztasahoz,
meghivtunk olyan regi taborozokat, akik jelenleg valamilyen rangos egyetem hallgatoi azért, hogy segitsegukkel a di-
akok atfogobb képet kaphassanak ezekrél az egyetemekrdl, illetve elsd kézbdl kaphassanak valaszokat az egyetemi
élettel kapcsolatos kérdéseikre. A Semmelweis Egyetemrél Kiss Laura (altalanos Orvostudomanyi Kar), illetve Papp
Daniella (Gyogyszerésztudomanyi Kar) latogatott hozzank. Molnar Daniel a BME Vegyészmérndki Karardl mesélt, illet-
ve Vizkeleti Péter is ellatogatott hozzank a University of Cambridge hallgatojakent, és a Biologiai Diakolimpiéval kap-
csolatos fontos informacidkat is megosztott a didkokkal.

A kutatotabor nem lehetett volna sikeres a szervezesben, illetve a palyamunkak biralataban részt vevd munkatarsak
segitsege nelkul. Alegnagyobb kdszdnet azonban a témavezetdket illeti, akik egy hetet aldoztak a diakokkal valo k&zds
munkara, iletve velik egytt részt vettek a kdzds esti programokon. Erdekesség, hogy az idei témavezetdink kdzott
harom volt kutatétaborozat is taldlunk, Sk Szabd Renata, Ujvéri Kamilla és Bajcsi Aron.
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2. RESZTVEVOK
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Nagygyorgy Zsoka
Bolyai Tehetséggondozo
Gimnazium
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Balog Gergely

Bethlen Gabor Reformatus
Gimnazium
Hodmezdvasarhely

Békei Botond

ELTE Apaczai Csere Janos
Gyakorld Gimnazium
Budapest

Fodor Virag
Lovassy Laszld Gimnazium,
Veszprém

-

Gonczi Almos

ELTE Radnoti Miklos
Gyakorld Altalanos Iskola és
Gyakorld Gimnazium
Budapest

Haklits Hadasa Hajnalka
Edtvos Jozsef Gimnazium
Tata

Morvai Eliza

Bekasmegyeri Veres Péter
Gimnazium
Budapest

Laszlé Anna

ELTE Radndti Miklos
Gyakorlod Altalanos Iskola és
Gyakorld Gimnazium
Budapest

Bézsik Vilmos
Szent Istvan Gimnazium
Budapest

Sipos Virag
Salgétarjani Bolyai Janos
Gimnazium
Salgotarjan

Ardey Balint

ELTE Apaczai Csere Janos
Gyakorld Gimnazium
Budapest

Simon Dorka Boroka
Székely Miké Kollégium
Sepsiszentgydrgy

|

Endreffy Janka
BékasmegyeriVeres Péter
Gimnazium

Budapest

Varga Zséfia
Salgétarjani Bolyai Janos
Gimnazium

Salgotarjan

okor Janos Mark
lllyés Gyula Gimnazium,
Szakgimnazium és
Technikum
Budaors

Borsodi Eszter
Dunakeszi Radnoti Miklos
Gimnéazium

Dunakeszi

1

Bakonyi Balint

ELTE Apéaczai Csere Janos
Gyakorlo Gimnazium
Budapest

&

BercsiLaura

Ujpesti Konyves Kalman
Gimnazium

Budapest

Méri Zsofia
Jedlik Anyos Gimnazium
Budapest

e

Dudla Szilvia Boglarka
E6tvos Jozsef Gimnazium
Budapest

Szanti Tiinde
VetésiAlbert Gimnazium
Veszprem

Bodnar Maria

Soproni Széchenyi Istvan
Gimnazium

Sopron

Téth Diana
Eotvos Jozsef Gimnazium
Budapest

Dudas Zita Ménika
Ujpesti Konyves Kalman
Gimnézium

Budapest

Hegyi Patricia
Reévai Miklés Gimnazium
Gyor

www.ttk.hu/aki/kutatotabor | §



3. TEMAK / TEMAVEZETOK / DIAKOK

Tiizel6anyag cellak
Dudas Zita Monika és Nagygyorgy Zsdka
Témavezetdk: Dr. Szijjarté Gabor tudomanyos
munkatars
és Dr. Asmaa Selim tudomanyos munkatars,
Megujuld Energia Kutatocsoport, Anyag- eés
Kornyezetkemiai Intézet

Bevezetés a miiszaki keramiak vilagaba
Méri Zsofia, Szanti Tiinde, Dudla Szilvia Boglarka
Témavezetdk: Dr. Bodis Eszter tudomanyos
munkatars
Plazmakemiai Kutatocsoport, Anyag- és
Kérnyezetkemiai Intézet

Polimer gélek kémiaja, kisérletek gumimacival és
tarsaival
Génczi Almos, Hegyi Patricia,
Haklits Hadasa Hajnalka
Témavezetdk: Dr. Verebélyi Klara tudomanyos
munkatars és Bajcsi Aron PhD hallgato
Polimerkemiai Kutatocsoport, Anyag- és
Kornyezetkemiai Intezet

Az elemi kén felhasznalasa multikomponensii reakci-
okban valtozatos kéntartalmu vegyiiletek eléallitasara
Bozsik Vilmos, Sipos Virag
Témavezetdk: Dr. Németh Andras Gyorgy
tudomanyos munkatars és Szabé Renata MSc hallgatd
Gyogyszerkemiai Kutatocsoport, Szerves Kémiai
Intézet

A betegek eltéré gyogyszer-lebontasanak genetikai
okai
Endreffy Janka, Varga Zsofia
Témavezetdk: Dr. Déri Maté tudomanyos munkatars,
Fekete Ferenc PhD hallgato,
Mangé Katalin PhD hallgato,
Minus Annamaria MSc hallgato,
Dr. Monostory Katalin kutatocsoport vezetd
Metabolikus Gyogyszerkdlcsdnhatasok
Kutatocsoport, Enzimologiai Intézet

Gyogyszermolekulak kotodésének modellezése fehér-
jékben
Bokor Janos Mark, Borsodi Eszter
Témavezetd: Dr. Mihalovits Levente tudomanyos
munkatars
Gyogyszerkemiai Kutatocsoport, Szerves Kémiai
Intezet
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A valéra valt ,,magic bullet”: antitest-konjugatumok a
rakkutatasban
Ardey Balint, Simon Dorka Boréka
Témavezeték: Dr. Petri Laszlé tudomanyos munkatars,
Szepesi Kovacs Dénes PhD hallgato
Gyogyszerkémiai Kutatdcsoport, Szerves Kémiai
Intézet

Meszesedési rendellenességek vizsgalata egerekben
Morvai Eliza, Laszl6 Anna
Témavezetok: Dr. Kozak Eszter tudomanyos
munkatars, Dr. Pomozi Viola tudomanyos munkatars
Gydgyszerrezisztencia Kutatdcsoport,
Enzimologiai Intezet

Extracellularis vezikulak vizsgalata

Bodnar Maria, Toth Diana
Témavezetdk: Dr. Gaal Aniké tudomanyos munkatars,
llyés Kinga PhD hallgato,
Bebesi Timea PhD hallgato,
Dr. Varga Zoltan kutatocsoport vezeté
Biologiai Nanokemia Kutatdcsoport, Anyag- s
Kornyezetkemiai Intezet

Sejtmembran-mimetikumok hatasa antimikrobialis

Bakonyi Balint, Bercsi Laura
Témavezetdk: Dr. Szigyarté Imola Csilla
tudomanyos munkatars,
Ujvari Kamilla BSc hallgato,
Dr. Beke-Somfai Tamas kutatécsoport vezetd
Biomolekularis Onrendezédés Kutatdcsoport,
Anyag- és Kérnyezetkemiai Intézet

Kristalyoktol a molekulakig, avagy a Rontgen-sugar-
zas, mint atomi vonalzé
Balog Gergely, Békei Botond, Fodor Virag
Témavezeték: Dr. May Nora tudomanyos fémunkatars,
Dr. Holczbauer Tamas tudomanyos munkatars
Kémiai Krisztallografia Kutato Laboratorium,
Szerkezetkutato Kézpont




4. PROGRAM

Jjunius 26. vasarnap

16:00-18:00 Diadkok érkezése a Badr-Madas reforma-
tus Gimnazium kollégiumaba

18:00-19:00 Megbeszélés, vacsora

19:00-22:00 Ismerkedés, csapatépités Csakvary-Kiss
Nora pszichologus vezetésével

Jjunius 27. hétfé

9:00-10:00 Kutatotabor megnyito

Készéntd: Dr. Buday Laszlé ELKH Természettudoma-
nyi Kutatokdzpont féigazgato

Dr. Tompos Andras Anyag- és Kérnyezetkémiai Inté-
zetigazgato

Ismeretterjesztd el®adas Dr. Bombicz Petra: Szerke-
zet meghatarozas egykristaly rontgendiffrakcioval
10:00-12:00 Latogatas a kutatokdzpont
laboratériumaiban

12:00-13:00 Ebed

13:00-17:00 Munka a laborokban

17:00-19:00 Az ELTE Természetrajzi Muzeum Biolo-
giai és Oslénytani kidllitasa, illetve az ELTE Asvany- és
K&zettar megtekintése Dr. Szente Istvan vezetésével
19:00-20:00 Vacsora

20:00-22:00 Periddusos rendszer kviz jaték Dr. Mohai
Miklos vezetesevel

Jjunius 28. kedd

9:00-10:00 Tuz-és balesetvédelmi oktatas
Perlaki Géza

10:00-11:00 Latogatas a kutatokdzpont
laboratoriumaiban

11:00-16:00 Munka a laborokban (kbzben ebéd)
16:00-19:00 Kirandulas a Janos-hegyre, libegd
19:00-20:00 Vacsora

20:00-22:00 Improvizacios tréning Bajcsi Aron
vezetésével

Jjunius 29. szerda

9:00-17:00 Munka alaborokban (kbzben ebéd)
18:00-20:00 Diak-téemavezetd sportmeccsek
20:00-21:00 Vacsora

21:00-22:00 Volt kutatdtaborozok mesélnek: Kiss
Laura (SE Altalanos Orvostudomanyi Kar) és Papp
Daniella (SE Gyogyszerésztudomanyi Kar)

www.ttk.hu/aki/kutatotabor

Jjunius 30. csiitortok

9:00-17:00 Munka a laborokban (kbzben ebéd)
18:00-20:00 Kémikusok mas szerepben tarsasjaték
Dr. Paszternak Andras vezetésevel

20:00-21:00 Vacsora

21:00-21:30 Dr. Szeri Fléra eléadasa: Hogyanlesz a
megfigyelésbdl tudomany, kildnleges jelenségek az
ektopias meszesedés kutatasaban

21:30-22:30 Volt kutatotaborozok meselnek: Molnar
Daniel (BME Vegyészmérnoki Kar) Vizkeleti Péter
(University of Cambridge)

Jjulius 1. péntek

9:00-11:00 Munka a laborokban

11:00-12:00 Miniszimpdzium |. szekcio

12:00-13:00 Ebed

13:00-15:00 Miniszimpozium Il. szekcid

15:00-16:00 A kutatétabort Dr. Tompos Andras igaz-
gato zarja

16:00-17:00 Fogadas ajelenlegi és volt kutatotaboro-
zOk, témavezetdik és vendegeink részére
17:00-18:00 Chemical Singers koncert

19:00-21:00 Estiséta avarban

Julius 2. szombat
11:00-ig Digkok tavozasa a kollegiumbal

| 7



5. miNisziMPOZIUM

Helyszin: TTK Kutatéhaz foldszinti kiseldadd
Idépont: 2022. julius 1. 11:00 -15:00

11:.00-11:05 A miniszimpoziumot megnyitja:
Dr. Tompos Andras igazgato, Anyag- és Kérnyezetkémiai
Intézet

11:.05-12:05 Anyag- es szerves kemiai szekcio
vezeti: Dr. Demeter Attila tudomanyos tanacsado

11:.05-11:20

Dudas Zita Monika és Nagygyorgy Zsoka
Tuzeléanyag cellak

Témavezetdk: Dr. Szijjarté Gabor és Dr. Asmaa Selim

11:20-11:35

Méri Zséfia, Szanti Tiinde, Dudla Szilvia Boglarka
Bevezetés a miiszaki keramiak vilagaba
Témavezetdk: Dr. Bédis Eszter

11:35-11:50

Gonczi Almos, Hegyi Patricia, Haklits Hadasa Hajnalka
Polimer gélek kémiaja, kisérletek gumimacival és tarsaival
Témavezetok: Dr. Verebélyi Klara és Bajcsi Aron

11:50-12:05

Bazsik Vilmos, Sipos Virag

Az elemi kén felhasznalasa multikomponensii reakciok-
ban valtozatos kéntartalmu vegyiiletek el6allitasara
Témavezetdk: Dr. Németh Andras Gyorgy és Szabd Renata

12:05-13:00 Ebedszlnet
13:00-14:00 Biologiai és biokemiai szekcio
vezeti: Dr. Szeri Fléra tudomanyos munkatars

13:00-13:15

Endreffy Janka, Varga Zsoéfia

A betegek eltéré gyogyszer-lebontasanak genetikai okai
Témavezeték: Dr. Déri Mateé, Fekete Ferenc, Mang6 Kata-
lin, Minus Annamaria, Dr. Monostory Katalin

13:15-13:30

Bokor Janos Mark, Borsodi Eszter
Gyogyszermolekulak kotédésének modellezése fehér-
jékben

Témavezetd: Dr. Mihalovits Levente

13:30-13:45

Ardey Balint, Simon Dorka Bordka

A valora valt ,,magic bullet”: antitest-konjugatumok a
rakkutatasban

Témavezetdk: Dr. Petri Laszlé, Szepesi Kovacs Dénes

13:45-14:00

Morvai Eliza, Laszl6é Anna

Meszesedési rendellenességek vizsgalata egerekben
Témavezetdk: Dr. Kozak Eszter, Dr. Pomozi Viola

8 | AKIKivancsi kémikus 2022

14:00-14:15 szunet
14:15-15:00 Kolloid- és szilardtestkémia szekcid
vezeti: Dr. Wacha Andras tudomanyos munkatars

14:15-14:30

Bodnar Maria, Toth Diana

Extracellularis vezikulak vizsgalata

Témavezeték: Dr. Gaal Aniko, llyés Kinga, Bebesi Timea,
Mihaly Judith és Dr. Varga Zoltan

14:30-14:45

Bakonyi Balint, Bercsi Laura
Sejtmembran-mimetikumok hatasa antimikrobialis
Témavezeték: Dr. Szigyarté Imola Csilla, Ujvari Kamilla,
Dr. Beke-Somfai Tamas

14:45-15:00

Balog Gergely, Békei Botond, Fodor Virag

Kristalyoktol a molekulakig, avagy a Rontgen-sugarzas,
mint atomi vonalzo

Témavezetdk: Dr. May Néra, Dr. Holczbauer Tamas

15.00-15:45 Kutatotabor zaras és ertekeles
Dr. Tompos Andras igazgato Anyag- és Kornyezetkémiai
Intézet és Nagyné Dr. Bereczki Laura kutatotabor szervezd

15:45-17:00 BUfé akutatotaborozd Didkok, Témavezetdik
es Vendegeink reszere

17:00-18:30 Chemical Singers koncert







T ey

6. DOLGOZATOK

Meszesedésirendellenességek

vizsgalata egerekben

Laszlé Anna

Témavezetok:
Dr. Kozak Eszter tudomanyos munkatars,
Dr. Pomozi Viola tudomanyos munkatars

Kutatocsoport:

Gregor Mendel tébb, mint egy évszazada
tortent, attord megfigyelései 6ta az emberi-
seget intenziven foglalkoztatja az akkor meg
nem ismert DNS és az azota egyre csak bo-
vuld genetika tudomanytertlete. A biolo-
gia ezen terlletének megismerésével sok,
korabban megvalaszolatlan kérdésre derult
feny: ilyenek peéldaul az orokletes, genetikai
betegsegek, melyek rengeteg ember éle-
tet koveteltek vagy nehezaitettek mar meg.
Az ilyen betegsegek rendkivil alattomosak,
hiszen mar az okat is csak nagy faradozasok
aranlehet megtalalni, és a gyogymod, megol-
das onnan még rengeteg tovabbilépésre van.
llyen, viszonylag ritka genetikai megbetege-
dések az emberekben a PXE (pseudoxantho-
ma elasticum) és a GACI (Generalized Arterial
Calcification of Infancy).

A PXE és a GACI

A PXE és a GACI egyarant recessziven
oroklédd rendellenessegek, melyek ektopi-
as meszesedest okoznak a test kulonbdzd
szbveteiben. Az ektopia szo jelentése ,nem
megfeleld helyen”. A két betegseg kozul a
GACI tunetei a sulyosabbak, amelyek mar a
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terhesség ideje alatt elkezdenek kialakulni, és
gyakran mar a magzati fejlédés soran meg-
szuletik diagnozis. A GACI legjellemz&bb jelei
az artériak kozépsé (media) rétegében, illetve
az izUletekben nagy mennyisegben lerakodo
kalcium, mely sok esetben halalos egeszseg-
ugyi problémakkal jar, mint peldaul a magas
vernyomas, a veseelégtelenseg, szivroham
és sztrok. A PXE ehhez képest kevesbé su-
lyos, mert ennél a betegsegnél az érrendszeri
meszesedeés lassabban alakul ki és kevesbe
intenziv. Az erek mellett tipikusan a bér (lasd
1.abra, (a) és (b) kép), illetve aretina alatti ugy-
nevezett Bruch membran (1. dbra(d), (e) és (f)
kepek) meszesedik el, amilatdskarosodashoz
vagy akar teljes latasveszteshez vezethet.

1. abra: a PXE tinetei
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A PXE és a GACI genetikai hattere

A két betegseég hatterében specifikus, meg-
hatarozott gének mutacioja, vagy akar ezen
genszekvenciak teljes hianya all, ami a PXE
esetében az ABCC6, a GACI-nél pedig az
ENPP1 géneket jelenti. Ez a ket géen egy-egy
feherjet kodol, melyek elengedhetetlenek a
meszesedeés folyamatanak meggatlasaban. A
gatlas folyamata a kdvetkezd: Az ABCC6 gen-
bdl egy transzport fehérje fejezddik ki, amely
fontos szerepet jatszik abban, hogy az ATP Ki
tudjon jutni az extracellularis terbe. Ezek utan
az ENPP1 gén altal kédolt enzim ezt az ATP-t
kepes pirofoszfatta és adenozin-monofosz-
fatta alakitani, és az igy vegeredmeénykent
kapott pirofoszfat pedig a kalcium lerakodas
inhibitora. A genek hianyaban tehat nincs
megfeleld pirofoszfat szint a szervezetben,
mely megakadalyozna a meszesedeést.

ATP PP, + AMP
Adenosina +P,;

ENPP1

2. abra: az ABCC6 és az ENPP1 gének szerepe
Az egérmodell

Nem is olyan regen meg hatteréet sem is-
merve e két betegsegnek, sokan kezdtek el
foglalkozni a gyogymod megtalalasaval. Egyik
lehetseges megkdzelités, hogy valamilyen
modon modellezésre kerul a PXE és a GACI,
majd kuldonbdzd kiserletek elvegzese utan
kKiderulhet, hogy mi vezethet megoldasra. A
modellezes egyik legegyszerlibb es legkdlt-
seghatekonyabb modja az egerek hasznalata.
Emidsokkent, felépitésuket tekintve hasonli-
tanak az emberhez, és tartasuk féleg apro
termetuk miatt kdnnyen megoldhato, ezert
idealis alanyai a kutatomunkanak. Az ilyesfajta
allatkisérletek szigoru szabalyokhoz és felté-
telekhez vannak kotve, ezzel biztositva az al-
latok joletet.

A mutans torzsek létrehozasa

Az egerekben tehat genetikai mutaciot kell
eléidézni, amely tobbféle eljarassal is torten-
het. Ezek kozUl az egyik az embrionalis dssejt
maodszer. Ennek soran a genmodositast emb-
rionalis &ssejteken vegzik el, es ezeket injektal-
jak be egy fejlédd egér embridba. Az igy mani-
pulalt embriokbdl ugynevezett kimera egerek
fognak szuletni. Ezek az allatok testi sejtjeik egy
részeben hordozzak a manipulalt DNS szek-
venciat, es azoknal az egyedeknel, amikben
az ivarsejteket ado Ossejtek is tartalmazzak a
kivant modositast, a kesdbbi utddaiknak mar
minden sejtje hordozza majd ezt a mutaciot. Ez
a modszer igen bonyolult s iddigenyes, ezert
napjainkra felvaltotta a CRISPR/Cas9 rendsze-
ren alapuld génmanipulacios technika, amely-
nek hatekonysaga lehetdve teszi egyetlen egy
megtermekenyitett petesejt genmaodositasat,
az ebbdl kifejl6dd eger pedig minden sejtjeben
hordozza majd a kivant mutaciot.

A Gene targeting of embryonic stem cells

B, Generation of gene targeted mice
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3. abra: Az embrionalis &ssejt technoldgia

IKiméra jelentése: genetikai mozaik, kettd vagy annal tobb genetikailag kilbnbdzé széveti sejteket tartalmaz
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How CRISPR

works

O e TR GG

4. abra: A CRISPR-Cas 9 technologia

Munka a laborban

A héet folyaman két nagyobb kisérletsoro-
zatot hajtottunk vegre. Az elsd lenyege az
volt, hogy egy - a késdbbiekben reszletezett
- modszerrel ektopias meszesedést ideztunk
el6 az egerekben, majd megmertik, hogy a
pirofoszfattal kezelt egerek kevesbé mesze-
sedtek-e, mintakontrollcsoport—tehatanem
kezelt egerek. Mivel a pirofoszfat az, aminek
hianya miatt ki tud alakulni az altalunk indukalt
meszesedes a kisérleti egerekben, a pirofosz-
fat kezelés varhatoan képes lesz megeldzni a
mesz lerakodasat. A meszesedés mesterse-
ges eldidezesére azért van szUkseg, mert a
meszesedes termeészetes Uton nagyon las-
san megy vegbe, igy nehéz vizsgalni. Ezzel a
modszerrel viszont egy par nap alatt mérhet6
mennyisegl mesz rakodik le.

A szivfagyasztas

El&szor, a hasfal felnyitasa utan, egy folye-
kony nitrogenben lehltott féem palca se-
gitsegével fagyasztasos sebet ejtettink az
egerek sziven. Ekdzben egy mulanyag, erre
kialakitott eszkdzzel vedtuk a tobbi szervet.
Ez azert j0 modszer, mert a sérllés hatasara
gyorsan €s viszonylag nagy mertéekben meg-
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5. abra: Varras kézben.

indul @ meszesedes, viszont az egerek tulelik
a sérulest, az eletmindseguket nagyban nem
befolyasolja. Ezutan a hasfal dsszevarrasa ko-
vetkezett, amiben mi is segedkezhettink. Ez
kulonodsen nagy elmeny volt, hiszen korabban
meg nem csinaltunk ilyesmit.

6. abra: Egy eltavolitott sziv mikroszkdp alatt. Jol latszik
rajta a meszes folt.
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7.abra

A kalcium tartalom meghatarozasa

Kovetkezd Iépéskent a korabban szivfa-
gyasztason atesett, mar nem él6 egerek szi-
vet eltavolitottuk, majd sosavba raktuk és ap-
réra daraboltuk dket. Igy a sdsav ki tudta oldani
a kalciumot a mintakbol. (Ez lathatd a 7-es ké-
pen.) Majd a mintakrol centrifugalas utan lepi-
pettaztunk a feltluszobdl 10-10 yL mennyi-
seget. A felllUszo egy attetszd folyadek volt,
ezt adagoltuk a kalcium meré reagenshez. A
kalcium meghatarozashoz egy készen kap-
hato, kalcium-mennyiseg meérésere alkalmas
készletet hasznaltunk. Igy kilénbdze mérték-
ben lila oldatokat kaptunk, hiszen ez a kész-
let lila szinnel jelzi a kalciumtartalmat. (Ezek

8. abra
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az oldatok lathatok a 8. képen.) Az igy kapott
mintakat kUvettaba tolottuk, és fotometerbe
tettuk, igy meg tudtuk hatarozni, hogy 550 na-
nometeres hullamhosszon mérve pontosan
mennyire intenziv a szinreakcio az adott min-
ta esetében. Egy standard sort is elkészitet-
tlnk, tehat olyan oldatokat amiknek pontosan
ismert a kalciumtartalma. Ezek szinreakciojat
is lemértuk a fotometerrel, és ez alapjan ké-
szitettUnk egy kalibrald egyenest. Ehhez tud-
tuk hasonlitani a mintékat, igy konnyedeén, egy
szamitogepes program segitsegeével ponto-
san kiszamithattuk a mintak kalcium tartalmat.
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9. abra: A kalibralogorbe

A kapott eredmények

Az elsé oszlopban az egér sorszama, ami
alapjan beazonosithato, a masodik oszlopban
a minta mert fényelnyelése, a harmadikban
pedig az ebbdl szamolt kalcium koncentracio
olvashatd. A zdlddel jeldlt sorban egy kezelt,
a piros sorokban kezeletlen egerek szere-
pelnek. Jol latszik, hogy a pirofoszfat hatasos
volt, hiszen sokkal kevesebb mész rakédott le
a kezelt egér sziveben. A 9602-es eger ese-
tében kétszeresere kellett higitani a mintat,
mert a kalcium tartalma magasabb volt, mint
a standard sor legtdomeényebb oldata, igy nem
lehetett volna megbizhatoan meghatarozni a
koncentraciot.

egérszama | Abs(550) | Cakoncentracio (mg/dl)
9851 0,179 9,83
9601 0,332 17,63
9602 (2x) 0,345 18,30
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Aortafestés

A masik kiserletsorozatban a GACl betegseg
eger modelljeként hasznalt ,tiptoe walking”
egerek aortajat vizsgaltuk. Az aorta eltavolita-
sa utan azt alkoholban fixaltuk, majd az aliza-
rinvords nevi festékkel (ami a nevével ellen-
tetben az altalunk alkalmazott KOH oldatban
feloldva példaul lila volt) festettik meg. Egy
nap utan mikroszkop alatt megvizsgaltuk dket,
igy remekul latszott a lerakodott mesz, hiszen
az alizarinvords festek csak azt festette meg.
(Ezjollatszik az 10-es képen.)

Osszefoglalas, készonetnyilvanitas

Osszefoglalva tehat a hét folyaman geneti-
kai okokbol meszesedésre hajlamos egerek-
kel dolgoztunk, amik, mint a PXE és a GACI
emberi betegsegek modelljei, fontosak ezen
betegsegek kutatasaban. A kisérletek soran

beigazolodott a hipotezis, miszerint az allatok
pirofoszfat szintjenek ndvelése segit az elm-
eszesedes merteket csokkenteni. Ez az ered-
meny a kesdbbiekben hatalmas jelentdseg-
gel birhat az ezen betegseégekben szenvedd
emberek szamara. A mar korabban emlitett
kisérleteken kivul termeészetesen sok mas
aprosagba is belekostolhattunk. Megtanultuk,
hogyan kell az egerektdl vert venni és ebbdl
szerumot, illetve plazmat késziteni, hogyan
lehet megmeérni a vercukorszintjuket. Ezen
kivil sokat tanultunk az egerek tartasaval kap-
csolatos szabalyokrol és modszerekrdl, illetve
jartasabbak lettunk a labormunkaban is.

A sok érdekes és sokszinl programmal eltol-
tott hetert szeretnénk kdszénetet mondani a
tabor szervezdinek és témavezetdinknek, Dr.
Kozak Eszternek és Dr. Pomozi Violanak. Nekik
kulon kdszonjuk, hogy turelmesen kalauzoltak
minket a het folyaman es betekintést enged-
tek csoportjuk munkajaba.
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Az "AKI Kivancsi Kemikus" kutatotaborban
temakorink az elemi kén felhasznalasa volt
multikomponensu reakciokban. Az elemi ken
alkalmazasaval kevesbe veszelyes modon
tudunk kentartalmu vegyuleteket el&allitani,
illetve a hagyomanyos kénezd reagensek-
hez kepest egyszerlUbben kivitelezhetd es
energia es anyag felhasznalast tekintve ha-
tekonyabb folyamatokat valosithatunk meg.
A kutatohetre célul tlztuk ki az elméleti es a
gyakorlati ismereteink béviteset a szintetikus
szerves kemia teruleten, illetve egy engede-
lyezett gyogyszerhatdanyag (fanetizol) és
negy, a kémiai szakirodalomban meg nem is-
mert vegyulet eldallitasat.

Az elsé napon (06.27.), délelétt a laborbe-
mutatok utan eldkeszultink a projektmun-
kahoz. Mentoraink korbevezettek bennin-
ket a laborokban, majd ismertettéek velunk
az ervenyben levé és kdvetendd biztonsagi
elGirasokat. Ezt kdvetdéen megbeszeltik a
het felépitését, menettervet készitettink
es kdzosen megkezdtuk a projektmunkat.
Elsé lepeskent atbeszeltuk a megvalosita-
ni kivant kemiai reakciok elmeleti hatteret es
megismerkedtink a munkahoz szUkseges

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |
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eszkdzokkel. A kész tervvel a kezlnkben be-
szereztUk a vegyszerraktarbdl a szUkseges
reagenseket, azonban mar az elejéen igazita-
nunk kellett projekten, mivel nem talaltuk meg
az eredetileg hasznalni tervezett vegyszere-
ket (1. abra). Mentoraink segitségével valasz-
tottunk egy masik reagenst a rendelkezesre
allo vegyszerek kozul, mellyel ugyanazon az
elven meg tudtuk valositani a reakcidinkat.

1.abra: A vegyszerek beszerzése a vegyszerraktarbol
(Vilmos)

Az els6 napon egyik celkitizeésunk a faneti-
zol gyogyszerhatoanyag tobblepéeses szinte-
zisenek megkezdése volt. Egy primer amint
(1) ecetsav-anhidrid és hangyasav jelenlété-
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ben acileztink a 2 formamidda (2. abra). Az
ecetsav-anhidrid, és a hangyasav reakcioja-
ban egy reaktiv vegyes anhidrid keletkezik,
amely szelektiven acilezi az amint. A reakciot
nagy teljesitmeényl folyadekkromatografiaval
kapcsolt tdbmegspektrométerrel (HPLC-MS)
és vékonyréteg kromatografiaval (VRK) ko-
vettuk. A reakcio végen a terméket beparlas-
salizolaltuk, tisztasagat HPLC-MS és 'H NMR
meresekkel igazoltuk.

o

NH HJLOH H
. \n/
1 o 2

THF, szobah.
1 ora

ZT

2. abra: Az 1 primer aminbdl a 2 formamid elééllitasa
vegyes anhidriddel

Emellett megismerkedtink a kutatocsoport
altal kifejlesztett Uj kénezd reagenssel is,
amely lényegeben az elemi kén egy aktivalt
formaja. Az elemi keént intenziv kevertetés
mellett 60 °C-on reagaltattuk egy €jszakan
at  NNN'N’,N"-pentametil-dietilén-triamin
bazissal (PMDTA) vizben, amelynek hatasara
a szilard kenpor vizoldhato poliszulfid anion-
okka alakult és sarga oldatot képzett (3. abra).
Megbizonyosodtunk rola, hogy az elemi ken
teljesen beoldodott, az oldat homogen, igy
alkalmas a kémiai reakciokban tortend fel-
hasznalasra.

3. abra: Vizoldhato poliszulfid anionokat tartalmazo
oldatok
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A masodik napon (06.28.), délel6tt részt
vettink egy balesetmegeldzesi elbadason,
ahol megismerkedtink az altalanos biz-
tonsagi eldirasokkal, szabalyokkal, illetve intd
hetkdznapi példakkal szembesulhettink haz-
tartasi balesetek terén. Bar mar elézd nap
mentorainktol is kaptunk egy atfogo bale-
setvedelmi  oktatast, biztonsagtechnikai
tudasunk jelentésen bévult. Egyesekben meg
telefontolté-fobiat is kivaltott. Ezutan kutato
tarsainkkal részt vettink a meg fennmarado
laborlatogatasokon, majd visszatertunk a
sajat laborunkba és folytattuk a megkezdett
projektinket. Szokas szerint elészéor mento-
raink ismertették az aznapi terveket, amely
egy-egy elméleti és gyakorlati blokkbol allt (4.
abra).

4. abra: A laborban folyo gyakorlatimunka a masodik
napon (Virag)

Az izotiocianatok nagyon reaktiv vegyuletek,
ezert mergezbek és veszélyesek, ellen-
ben ennek kdszonhetik szintetikus hateko-
nysagukat is. Elterjedt el&allitasi utnak
szamit izocianidok kénezése elemi kénnel
katalizatorok jelenlétében, azonban utobbi-
ak gyakran dragak, illetve mergezdek, igy a
hasznalatuk sem praktikus. Ehelyett mi, az
el6z6 nap megismert modon aktivalt elemi
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kennel kéneztlk az izocianidot. Az igy kep-
z6dott izotiocianatot azonban nem nyertuk
ki, hanem egy multikomponensu reakcidban
hasznositottuk.

A multikomponensu reakciok lehetbve
teszik az izotiocianatok biztonsagos, egysze-
rd, es kornyezetbarat felhasznalasat, mivel
elkertlhetbek a kdztes kinyeresi, es tisztitasi
lépések. Igy anélkil tudtunk veluk dolgozni,
hogy kdzvetlen kapcsolatba kerultunk volna
veluk. A multikomponensu reakciokrol djon-
nanszerzetttudastfelhasznalva eléallitottunk
1-1 tiokarbamidot, aktivalt ken, egy izocianid,
valamint 1-1 primer amin felhasznalasaval
(4, illetve 6). Az izocianid (3) és az aktivalt kén
reakciojaban kepzddd izotiocianat a reak-
cioban jelen levé harmadik komponenssel, a
primer aminnal készségesen reagal, igy ju-
tottunk a tiokarbamidokhoz (5, illetve 7; 5.
abra). A folyamatban lévé multikomponensu
reakciokat HPLC-MS, és VRK segitsegevel
kovettlk es bizonyos idokdzdnkent szem-
revetelezessel is megvizsgaltuk. A reakciok
lejatszodasa utan az elegyeket ejszakara all-
ni hagytuk, hogy a termék a vizes kdzegbdl

kivaljon.
H Hw
&0

il
5mxg-

o crf EL:;L“ 0

3 L]

MH: e 1 ona
——— e —

H_,r PREYTA fvaes
polszulfid oidat)

R

2]

M‘ll.’"lbm

PMI'HI'LMM
polesrullic oidal)

5. abra: A tiokarbamidok (5, illetve 7) eléallitasa izocia-
nidbdl (3) és a megfeleld aminbdl (4, illetve 6) kiindulva

A harmadik napon (06.29.), a célkitlizéstnk
egy-egy Ujabb multikomponensy reakcio
kivitelezese volt. Ezenkivll az el6z6 napi pro-
jektjeinket szerettuk volna befejezni a tiszta
tiokarbamidok kinyeresevel, illetve folytattuk
a fanetizol tobblépéses eléallitasat is.

A napot az 5 és 7 vegyuleteket tartalmazo
reakcioelegyek  ultrahangos  razatasaval
kezdtuk, mivel az el6zd nap eldallitott tiokar-
bamidok nem kristalyosodtak ki maguktol. Az

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |

ultrahangos razatas hatasara azonban mind-
ket termek tokeletesen kivalt, a kapott kris-
talyokatszuresselkinyertuk, majd megmertuk
a szaraz kristalyok tdmeget és kiszamoltuk a
reakcio termeleset.

A masodik multikomponensu reakcidinkat,
melyeket a jegyzbkonyvekbe MULTI-2-Virag
es MULTI-2-Vilmos neven vezettunk be, az
el6zd multikoponensU reakcidinkra alapoz-
tuk. A kulénbség csupan annyi volt, hogy a
multikomponensu reakciok vegen nemizolal-
tuk a tiokarbamidokat, hanem hozzaadtunk
meg egy komponenst, 2'-bréom-acetofenont
(8), amellyel egy gyUrlzarasi reakcioban
gyogyszerszerU tiazolimineket képeztink (6.
abra).
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6. abra: A tiazoliminke (9, illetve 10) eléallitasa

Az elballitott tiazoliminek azonban a reak-
ci6 soran felszabaduld HBr-dal sokat kepez-
tek, ezért erésebb luggal (NaOH) szabaditottuk
fel Gket, igy szabad baziskeént tudtuk izolalni a
termékeket. Ezzel a folyamattal annyi proble-
ma adodott, hogy a MULTI-2-Vilmos terméke
nem élte tul a felszabaditast, és a NaOH oldat
hatasara elbomlott (7. abra). A MULTI-2-Virag
terméke viszont tokeletesen felszabadult, és bar
kristalyositani nem volt idénk, HPLC-MS meres-
seligazoltuk, hogy a vart termék keletkezett.

7.abra:
A MULTI-2-Vilmos
terméke
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Ezek utan eldallitottuk a fanetizol szinte-
ziséhez szukséges izocianidot (11). A reakcio
soran a korabban eléallitott formamidot (2)
egy vizelvonasi reakcioban foszforoxikloriddal
(POCI,) reagaltattuk argon atmoszféraban,
vizmentes kdrnyezetben (8-9. abra).

o

2 11
69% ket lepésre

H POCI;, Et;N

0°C, DKM

8. abra: A 11 izocianid elbéllitasa

Areakcio végén azizocianidot (11) kromato-
grafias tisztitas segitsegevel kaptuk meg. Az
izocianid szerkezetét és tisztasagat 'H NMR
meres segitsegevel allapitottuk meg.

F-’-

118

9. abra: A 11 izocianid el8allitasanak folyamata

1) 25% viras MH;,
NC 80°C, 1 dra
@f\, + 55 + NHy -
2)ypH = 3, HBr

1

10. abra: A fanetizol eléallitasa
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A negyedik, egyben utolsé labori napon
(06.30.) eldallitottuk a fanetizolt (13), egy
ismert keéntartalmd heterociklusos gyul-
ladascsokkentd hatdanyagot (10. abra).
A fanetizol elééllitasahoz a mar korabban
is alkalmazott multikomponensl reakciot
hasznaltuk fel (6. abra), az altalunk szin-
tetizalt 11 izocianidbdl kiindulva. Bar a termek
kinyeresere és tisztitasara mar nem maradt
elegendd id6, de a reakcidelegy HPLC-MS
elemzése alapjan megallapitottuk, hogy az el-
jaras sikeres volt.

Mivelaz el6z& nap a MULTI-2-Vilmos reakcio
termékeének lugos felszabaditasa soran el-
bomlott a termek, a reakciot megismeteltik
es ezuttal tomeny NaOH oldat helyett am-
monia oldattal szabaditottuk fel a termeket.
Az ebbdl vett mintak HPLC-MS elemzése
arra utalt, a reakcioelegyben ezuttal nem
tortent jelentds bomlas, tehat ez egy alkal-
masabb modszer lehet a tiazolimin-sok felsz-
abaditasara. A fennmarado idében a masnapi
miniszimpoziumra készultlink, igy elkezdtink
a szdvegeinken, illetve prezentacionkon dol-
gozni.Részletesen atbeszeltuk az eléadasunk
kulonféle elemeit, rengetegszer elismeételtuk,
viszont minden eréfeszites megerte a vegen.

Az utolsé napon (07.01.) kerUlt megren-
dezésre a miniszimpdzium. A kutatotarsain-
kkal izgatottan vartuk, hogy egymasnak és
a jelenlevd vendegeknek bemutathassuk a
hétenteljesitett projektjeinket. Ujélményként
paran kisse félenken, mig masok magabiz-
tosan alltak ki a kdzonseg elé. Nagyon jo volt
el6adni és vegighallgatni az eléadasokat.

Osszegezve a tabori sikereinket, dssze-
sen 7 szerves kemiai reakciot vegeztunk el.
Eléallitottunk 1-1 tiokarbamid- és 1-1 ti-
azolimin-szarmazekot, illetve a megismert

i
5

13

0

©)L;ar

szobah., 1 dra
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reakciokat felhasznalva kdzdsen megvaldsi-
tottuk a fanetizol szintéziset is. Emellett
megismerkedtink az analitikai eszkdzok
hasznalataval es gazdag gyakorlati tudast
szereztlnk a preparativ szerves kémia terén
is. Egy nagyon szines és valtozatos hetet
tudtunk a hatunk mogott, melyet tehetseges

11. abra: Csoportkép

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |

es nagyszerU diakok és kutatok tarsasagaban
tolthettik. Es ha a tudas értéktelen is lenne,
akkor sem mentunk volna el Ures kézzel,
hiszen a tdmeérdek tabori elmeny mellett Vil-
mos egyik 3D nyomtatott mlanyag darabjat
bevontak egy vekony aranyreteggel az elek-
tronmikroszkdppal foglalkozo kutatok.
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Iora valt ,,magic-buﬁ;t”:
antitest-konjugatumok

a rakkutatasban

Simon Dorka Bordka
Székely Mikd Kollégium, Sepsiszentgyorgy

Ardey Balint

ELTE Apaczai Csere Janos Gyakorld Gimnazium, Budapest

Témavezetok:
Dr. Petri Laszlé tudomanyos munkatars
Szepesi Kovacs Dénes PhD hallgato

Kutatocsoport:

A daganatbiologiai kutatasok oriasi fejléde-
sen mentek keresztll az elmult nehany évti-
zedben, ami jelentds elbrelépésekhez veze-
tett nemcsak a rak megel6zéseben és korai
felismeresében, hanem az elérehaladott sta-
diumo péaciensek gyogyitasaban is. Sok daga-
natos megbetegedes eseteben a kemotera-
pia az egyetlen lehetseges gyogymaod, és bar
az onkologiai gyogyszerek képesek elpuszti-
tani a rakos sejteket, a kdrnyezd szévetekben
is kart tesznek. Ezen a probléman sokat javit
egy Uj gyogyszertipus, az antitest-gyogyszer
konjugatumok alkalmazasa, amelyek segit-
segevel a rakos sejteket nagyon pontosan le-
het ,megcélozni” terapias hatdanyagokkal. Az
antitest-gyogyszer konjugatumok a pontos
.Celzas" kivitelezése erdekeben antitesteket
hasznalnak: ezek az immunrendszerben ta-
lalhatd makromolekulak, amelyek a szerve-
zetben megtalalhatd egészseges, vagy rakos
sejteket, tovabba peldaul bakteriumok es viru-
sok képesek felismerni. Az antitest-gyogyszer
konjugatumok hasznalata fontos merfoldkd

Gydgyszerkémiai Kutatocsoport, Szerves Kémiai Intézet

egy olyan kezeles elérésehez, amely nem ron-
csolja az egyebkent egészseges széveteket.

Munkank soran elsd lepeskéent a keésdbbi
antitest-modositashoz  hasznalhatd  rekon-
jugaloszert allitottuk el egy N-acilezesi re-
akcioban. Ehhez acetonitrilben feloldottuk az
aktiv észtert (DBPD-NHS), majd hozzaadtuk
az aminszarmazekot, amely egyben a ciklook-
tinil-egyseget (BCN) tartalmazta. Fél 6ra utan
HPLC-MS hasznalataval ellendriztlk a reakcio
végbemenetelét. Ennek soran megallapitot-
tuk, hogy az acilezési reakcio lejatszodott es a
Kiindulasi anyagok teljesen atalakultak az el6-
allitani kivant rekonjugalészer termékkeé (DB-
PD-BCN). Ezutan rotacids vakuumbepéarlon
eltavolitottuk az oldoszert, és dimetilszulfoxid-
ban feloldva a nyerstermeket preparativ fordi-
tott fazisu nagyhatekonysagu folyadekkroma-
tografiaval tisztitottuk. A megfeleld frakciokat
OsszegyUjtottuk és liofilizalas modszerrel hi-
degen szarazra paroltuk. Vegezetul a celter-
mek szerkezetét NMR-spektroszkopiai me-
résselis igazoltuk.

Q - triatilamin o
Br LICH. tatrahidralurdn Br H, CH
i : ; & o G K{j} 25°C.24h T R K
2 {2 B : . S | F (N N R o Y
Al mgptpe A S5 i
o 0 A T | o 0 0
CBPD-NHES o BCN
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A munkank kovetkezd célia a fluoreszcens
festekkel jelolt antitest eléallitasa volt. Ennek

soran redukcios-rekonjugacios maodszerrel
eléallitottuk a szulfocianin-trastuzumab kon-
jugatumot (T-SuCy5). A redukcios lépés soran
negy diszulfid hidat redukaltunk, amelyek ere-
detileg az antitest konnyU- és nehézlancait hi-
vatottak Osszetartani. A TCEP redukald anyag
hatasara felnyilo intramolekularis diszulfidhidak
helyere a ciklooktinil csoportot hordozo rekon-
jugaloszert épitettink be. Az utobbifé szerepe,
hogy ezaltal az antitest bioortogonalis reakci-
Oban kapcsolhatd terapias vagy diagnosztikai
kismolekulahoz, vagyis akar €lé bioldgiai rend-
szerekben, adalékanyagtol mentesen is jelol-
hetdve valik.. A rekonjugalasi reakciot 4 °C-on,
egy egesz €jszakan at vegeztik.

LRI

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |

A rekonjugacid  sikeresseget masnap
SDS-PAGE  gelelektroforeézis  modszerrel
vizsgaltuk. Ennek soran megallapitottuk, hogy
a kezdeti, egyseges anyag a redukalas soran
ket részre valt majd Ujra egyesult. (L: létra re-
ferencia; T: teljes antitest; rT: redukalt anti-
test; TCO: ciklooktinil-csoporttal felszerelt,
rekonjugalt antitest). Miutan meggydzédtunk
a folyamat sikerérdl elkezdtuk a modositott
antitestek jellemzését. Ennek soran elészor
meghataroztuk az antitest-konjugatumra
jellemz6 DAR-szamot. Ezt a tobbfunkcios
spektrofotométer segitségeével, abszorban-
cia alapjan vegeztik el. A DAR- szam az an-
gol ,Drug Antibody Ratio” mozaikszora utal,
vagyis a ,gyogyszer-antitest aranyt” fejezi
ki, tehat az egy antitesthez kapcsolodo kis-
molekulak atlagos szamat adja meg. Az alta-
lunk eldallitott konjugatum eseteben DAR=4
aranyszamot hataroztunk meg.

L LR FL T
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Vegul az eldallitott antitest-festek biokonju-
gatumok ,mukodeset” ellendriztuk konfokalis
mikroszkopia segitsegevel. A vizsgalt soran
megfigyelt NCI-N87 sejtek GFP-fehérjéet es
Her2 receptort expresszalnak. Ezzel parhu-
zamosan a Her2 receptort nem expresz-
szald (Her2-) MCF-7 sejtvonalon végeztink
kontrollkiserleteket. A sejtmagokat minden
esetben DAPI-festéssel tettUk lathatova. A
mikroszkopia alapjan megallapitottuk, hogy az
NCI-N87 sikerult a membranjeldles az altalunk
eldallitott  antitest-konjugatummal  (vorods),
mig a Her2- MCF7-sejtvonalon nem tértent
specifikus jelolés. A DAPI-festéssel tortend
sejtmagjeldles és a sejtek altal expresszalt
GFP-fehérje mindkét esetben jol lathatova te-
szik a sejtek elhelyezkedését. Megallapitottuk
tehat, hogy a Her2 receptort tulexpresszalo
sejtek eseteben szelektiven sikerult a sejtek
korvonalat megjeldlini a T-SuCy konjugatum
segitsegevel.

22 |

A kutatotabor soran tehat vegrehajtottuk egy
monoklonalis antitest kémiai modositasat re-
dukcios-rekonjugacios modszerrel. Ennek so-
ran szintetizaltuk a konjugaciohoz szukseges
kismolekulat, majd az eléallitott antitest-kon-
jugatum tobbfele maddszerrel is jellemztuk.
Megallapitottuk a termeék tisztasagat, a hozza
kapcsolodo fluoreszcens festéekmolekulak sza-
mat és vegul konfokalis mikroszkop alatt azt is
megvizsgaltuk, hogy kepes-e az altalunk eld-
allitott antitest-konjugatum kulénbseget tenni
az egeszseges es a rakos sejtek kozott. A ku-
tatotaborban veégzett munkank soran talalkoz-
tunk bioldgiai és gyogyszerkémiai laboratoriu-
mokban gyakran alkalmazott modszerekkel és
eszkozokkel, megismerkedtunk tébb fontos
laboratoriumi készulék, példaul az ultracentrifu-
ga, a gelelektroforezis keszulek, a tobbfunkcios
spektrofotomeéter, az NMR-spektromeéter, vala-
mint preparativ és analitikai céld nagyhatekony-
sagufolyadékkromatografias keszulek mikode-
sevel es hasznalataval.
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MCFT iHer?2-y -T-Sucy

HCI-MNBT (Her2+) +T-5ucy
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A betegek eltéro gyogyszer-
lebontasanak genetikai okai

Endreffy Janka

Békasmegyeri Veres Péter Gimnazium, Budapest

Varga Zsodfia

Salgdtarjani Bolyai Janos Gimnazium, Salgotarjan

Témavezetok:

Kutatocsoport:

Enzimoldgiai Intézet

A Termeszettudomanyi Kutatokdzpont altal
szervezett , AKI Kivancsi Kemikus Kutatota-
boraban” 2022. junius 26. és julius 02. kozott
A betegek elteré gyogyszerlebontasanak
genetikai okai” témaban folytathattuk mun-
kankat temavezetdink, Dr. Monostory Katalin,
Déri Mate, Fekete Ferenc, Minus Annamaria
iranyitasaval. A citokrom P450 enzimek poli-
morfizmusainak vizsgalata mindketténk sza-
mara szamos Uj €s hasznos ismeretet foglalt
magaban, melyekrdl eddigi tanulmanyaink
soran nem volt lehetdsegunk ilyen reszletes-
seggel tanulni.

A citokrom P450 (CYP) enzimek legnagyobb
mennyisegben a majban talalhatok, 6 fel-
adatuk pedig a xenobiotikumok (a szervezet
szamara idegen anyagok) oxidativ lebontasa,
igy azok kitrithetdve valnak a szervezetbdl.
A gyogyszer-hatoanyagok a metabolizmus
soran altalaban inaktivalodnak. A gyogy-
szer-metabolizmusban részt vevd CYP enzi-
mek a CYP1-CYP3 enzimcsaladokba tartoz-
nak (1.abra). A CYP enzimek vizsgalata azért
fontos, mert a CYP genekben lévé egy nukle-
otidot erintd baziscsere, illetve inzercios, vagy
delecios mutacioknak kdszonhetd nagyfoku
genetikai polimorfizmus megvaltozott CYP
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Dr. Déri Maté tudomanyos munkatars, Fekete Ferenc PhD hallgato,
Mango Katalin PhD hallgato, Minus Annamaria MSc hallgato,
Dr. Monostory Katalin kutatocsoport vezetd

Metabolikus Gyogyszerkélcsénhatasok Kutatocsoport,

aktivitast eredmenyezhet, igy megvaltozott
gyogyszer-metabolizmushoz vezethet. A ku-
tatasunk soran lehet6segunk volt a sajat CYP
enzimjeink polimorfizmusainak megvizsgala-
sara. A taborban altalunk vizsgalt CYP genek:
CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, CYP3AS5.

CYP1A2
CYP2AB

CYP2)2

Egyéb

cypapg CYP2C19

1. abra: CYP enzimek mennyisége a majban.
(Zanger és Schwab, 2013)

A munkafolyamat 1. szakasza a DNS izolalas,
amely a mi esetunkben ujjbegybdl vett ver-
mintabdl tortént. A levett mintakat (H84 és
H85) kuldnb6z6 pufferekkel megtisztitottuk a
DNS izolalo kit protokollja alapjan. Az elkészi-
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tett mintainknak megmertuk a DNS koncent-
raciojat es tisztasagat is. Ezt a mérest Na-
noDrop 1000 spektrofotométerrel vegeztik
(2.és 3. abra).

2. abra: NanoDrop 1000 spektrofométer
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3. abra: azizoldlt DNS mintak (H84-piros és H85-fekete)
abszorpcios spektruma 220-340 nm hullamhosszon

A folyamat 2. szakasza a PCR (,,Polymerase
Chain Reaction”) alapu genotipus megha-
tarozas volt. Els6 lepéskent elkészitettik a
reakcioelegyet, ami DNS polimeraz enzim-
bdl, adott CYP génre specifikus ,forward”
es ,reverse” primerekbdl, a mutacios helyre
specifikus, fluorofor molekulakkal jelolt proba
szekvenciakbdl és vizbdl all (4. abra). A reak-
cio soran a CYP genre specifikus primerekkel
es a DNS polimeraz enzimmel felszaporitjuk
a mutaciot tartalmazo vagy nem tartalmazo
genomi szekvenciarészt a mintaban. A pro-
bak lehetnek un. ,vad", vagy ,mutans"” probak,
melyek a mutacié meglétetd! vagy hianyatol

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |

fuggben adnak detektalhatd fluoreszcens
jelet. Referencia mintakent mar ismert geno-
tipusu mintat alkalmaztunk, melyek hasznalta
azert fontos, hogy az aktualisan vizsgalt isme-
retlen genotipusu mintat tudjuk mivel dssze-
hasonlitani.

4. abra: A PCR reakcioelegy alkotdelemei

Ezutan hozzaadtuk a reakcioelegyhez az
altalunk izolalt DNS mintakat (5.abra), majd
a mar kidolgozott hdmeérsekleti protokoll
alapjan lefuttattuk a tesztet (6. abra) amely
befejeztevel ki tudtuk elemezni a kapott
eredmeényeket eés igy megallapitani a CYP
genotipusokat (7-10. abra).

Eep

5. abra: A mintak hozzaadasa a reakcidelegyhez
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6. abra: A teszt futtatasa eldtt lathatd képernyd, rajta a
reakcio hdmeérsékleti protokolljaval
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9.abra: CYP2C19*1/*1 homozigdta vad (1.) és
CYP2C19*1/*17 heterozigdta (2.) genotipust mintak
PCR eredménye. (Kékkel a vad tipusu szekvenciara,
zélddel a muténs szekvenciara specifikus proba jele.)

Mutacio azonositas szekvencia-specifikus
fluoreszcens probaval (GPCR):
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7.abra: CYP2C9 *1/*2 heterozigdta genotipusu minta
PCR eredménye. (Kékkel a vad tipusu szekvenciara, pi-
rossal a mutans szekvenciara specifikus proba jele. X jeloli
az ismeretlen minta futasi gérbéjét, folytonos vonallal a
referencia minta van jeléive.)
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8. abra: CYP3A5%*3/*3 homozigota mutans (1.) és
CYP3A5*1/*3 heterozigdta (2.) genotipust mintak PCR
eredménye. (Kékkel a vad tipusu szekvenciéra, pirossal a
mutans szekvenciara specifikus proba jele.)
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10. abra: CYP2C19*3 alléldiszkriminacios vizsgalata-
nak eredménye. (Kékkela CYP2C19%*3/*3 homozigota
mutans, zélddel a CYP2C19*1/*3 heterozigota, sargaval
a CYP2C19*1/*1 genotipust minték vannak jeléive.
FAM-vad tipusu szekvenciara specifikus fluorofor jelélés,
CalRed610-mutans szekvenciara specifikus fluorofor
Jelolés.)
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Az altalunk kapott O6sszes eredmeényt az
alabbitablazatban 6sszesitettuk:

- All Gyak. a kaukirusi HEs CYP
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Az egyes CYP allelok kaukazusi populacio-
ban leirt gyakorisagat is feltintettuk a tabla-
zatban, igy figyelembe véve azt, hogy a kapott
eredmeény mennyire tekinthetd , atlagosnak”.

A tébor mindkettdnk szamara egy remek
lehetéseg volt megismerkedni egy tudo-
manyos labor berendezéseivel, betekintest
nyernia labormunka folyamataba, kdzelebbrdl
megismerni a PCR tesztek mukodesi elvet,
illetve olyan ismereteket szerezni a temave-
zetdinktdl, melyeket eddig a gimnaziumi ta-
nulmanyaink alatt nem sikerult ilyen alaposan
megismerni, és amelyeknek hasznat fogjuk
venni kesébbi tanulmanyaink soran. Mindket-

ten egeészseégugyi palyan szeretnénk elhe-
lyezkedni, és az itt eltoltott 1 het meég inkabb
megerdsitett minket ezen szandékunkban.
Ezlton is szeretnéenk megkdszonni témave-
zetbinknek a vegtelen turelmet, segitseget
es kedvesseget, amivel felénk fordultak! Ezen
kivUl szeretnenk koszdnetet mondani a tabor
szervezdjenek, Nagyne dr. Bereczki Lauranak,
aki nelkul ez a tabor nem johetett volna létre,
illetve a TTK minden dolgozojanak! Kulon ko-
szonjuk Bajcsi Aronnak aremek csapatépitést
a taborban! Remeljuk, hogy lesz meg alkal-
munk az ,,AKI Kivancsi Kemikus" tabor korei-
ben Ujra talalkozni!

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |
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Gyégyszef;molekulék kotoédesének
modellezése fehérjékben

Borsodi Eszter
Radnoti Miklos Gimnazium, Dunakeszi

Bokor Janos Mark

lllyés Gyula Gimnazium, Szakgimnazium és Technikum, Budadrs

Témavezetok:

Dr. Mihalovits Levente tudomanyos munkatars

Kutatocsoport:

Gyogyszerkémiai Kutatocsoport, Szerves Kémiai Intézet

A gyogyszerkutatas bemutatasa.

A gyogyszerkutatas folyamata nyolc lepés-
re oszthato fel (1. dbra), ezek kdzUl aleggyak-
rabban az elsé haromban alkalmazhatok a
szamitasos kemiai eszkdzok a fejlesztés se-
gitesere.

Az elsé lepesben tortenik meg a ceél kitlze-
se, annak meghatarozasa, hogy mire szeret-
nenk gyogyszert kesziteni, illetve ide tartozik
az is, hogy informaciot gyUjtunk az adott be-
tegsegrdl, a lehetseges feherje célpontok-
rol es az esetlegesen korabban mar ismert
hatasos molekulakrol. A masodik lepésben
a korabban gyUjtott tudas alapjan megpro-
balunk olyan molekulakat talalni, amelyek
kapcsolddnak az adott fehérje célponthoz
es befolyasoljgk mUkodésuket, majd a talalt
molekulakat tovabbfejlesztik, hogy hataso-
sabban kotddd vegylletet kapjanak. Ezeket
‘lead” nek nevezzuk. A harmadik lépésben
elkezdddik a lead vegyuletek farmakokémiai
parametereinek tokeletesitése, mely soran
a molekulak szervezetbe valo jutasat segitd
tulajdonsagok optimalasa tortenik. Vegul mar
csak egy darab ligandum marad, az un. jelolt
(candidate). Az elébb felsorolt vegyuleteket
minden esetben eldallitjak és megfeleld vizs-
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galatoknak vetik ala, a molekulak optimalasa a
kisérleti eredmenyek alapjan tortenik.

A negyedik lepesben kdvetkezik a preklini-
kai fazis és az allatkisérletek. Ennél a lépésnél
azt vizsgaljak, hogy komplexebb el6 szerve-
zetekben, allati modellekben is hatasos-e a
gyogyszerjelolt, illetve folyamatosan vizs-
galjak a lehetséges mellekhatasokat es a ke-
sébbi emberi fogyasztasra szant biztonsagos
dozisrol is informaciot nyernek. Az 6todik le-
pesbenkerul sorazemberiszervezetben vald
elsé tesztelesekre. Ekkor meg egeszseges
Onkenteseknek adjak be a gyogyszerjelolt
molekulat, hogy megfigyeljek az emberi test-
re gyakorolt hatasat es vizsgaljak korabban
nem tapasztalt mellekhatasok megjeleneset.
A hatodik lepes soran mar beteg embereket
kezelnek a vizsgalt jeldlttel. Ezt nevezik Proof
of Concept (PoC) vizsgalatnak, mert itt bizo-
nyitjak be, hogy a tervezett hatdanyag valo-
ban mukddik-e az emberi szervezeten belll a
vizsgalt indikacioban.

Ezt kovetia hetedik lepes, ahol mar tdomege-
sen vizsgaljak a gyogyszerjeldlt adott beteg-
seggel szembeni hatasossagat, egymastol
fuggetlen klinikai vizsgalohelyeken. Ebben a
fazisban a legnagyobb az esély (korulbelul 70
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The Drug Discovery Process
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1. abra: a gyogyszerkutatas lépései (forrés: https:/doctortarget.com/machine-learning-applied-drug-discovery/)

%) a jelolt molekula bukasara, mivel itt mar
tobb szaz, illetve tobb ezres betegszamon
torténnek a vizsgalatok. Ezen fazis teljesite-
se eseten a gyogyszer fejlesztdje beadhatja
a szUkseges dokumentaciot a teljes fejlesz-
teésrdl a gyogyszerhatdsagnak és az alapos
elbiralas utan megtorténhet az Uj gyogyszer
szabadalmazasa és forgalmazasa. A piacra
valo bevezetés utan megkezdddik a nyolca-
dik, utankovetési lepes, amiben megfigyelik,
hogy fellep-e barmilyen varatlan, akar hosz-
szutavu mellekhatas, ami miatt azonnal meg
kene szakitani a gyogyszer gyartasat es for-
galmazasat.

Kis molekulas gyogyszerek hatasmecha-
nizmusa.

A legtobb betegseg akkor alakul ki, amikor
a szervezet bizonyos biokémiai folyamatai
nem megfeleléen mennek vegbe, ezt gyak-
ran a szervezetben taldlhatd fehérjék ab-
normalis mukodese okozza. A kismolekulas
gyogyszerek hatasmechanizmusa a feherje
mUkoddeseének befolyasolasan, gyakran gatla-
san alapul: megtamadjuk a fehérjet egy ligan-
dummal (kismolekula, a gyogyszer hatdanya-
ga), ami a fehérje célzott kdtdhelyére bekot,
ahol modositja, gatolja a ceélpont mUkode-
set. Ha a ligandum és a fehérje kdrnyezete
kozott csak masodlagos kdtések alakulnak
ki, azt nem-kovalens kotddesnek nevezzuk.
Amennyiben a gyogyszermolekula aktivrésze
(warhead régio) és a célzott fehérje valame-
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lyik oldallanca kozott kovalens kotes is lete-
sul, mar kovalens inhibiciorol beszelhetiunk. A
kovalens inhibicio ket lépésben torténik meg,
elsékent a nem-kovalens kotédésnek megfe-
lelé molekularis felismerés jon letre, majd ez-
utan a kovalens lépésben alakul ki a kovalens
kotes a feheérje és ligandum kozott.

Elméleti hattér és elvégzett munka

Szamitégepes gyogyszertervezes lehetd-
seégei, modellezeés, in silico szUrémaodszerek.

Gyogyszermolekulak tervezesere ketféle le-
hetdseg all rendelkezésre: feheérjeszerkezet
alapjan (szerkezet alapu tervezés), vagy mar
ismert és hatasos ligandumokat alapul véve
(ligandum alapu tervezés).

Munkank soran ligandum alapu modszerek-
bél négyet hasznaltunk:

1. QSAR (quantitative structure-activity
relationship): kivalasztottuk a célpontunkat
(esetinkben a SARS-CoV-2 f6 proteazat), és
a ChEMBL adatbazisbdl letoltdttuk az ismert
inhibitorait es az enzimmel szemben meéert
aktivitasi ertektket, név szerint az IC_ -t, ami
megmutatja, hogy adott fehérjekoncentra-
ciot esetén mekkora ligandum koncentra-
cio szUkseges a feheérje aktivitasanak fele-
re csokkentésehez. Egymasra illesztettik a
ligandumokat a Maestro megjelenitd program
segitsegevel, ezaltal megepitettik a feherje
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kotdhelyenek lehetséges negativjat. Szinten
a Maestroba implementalt program segitse-
gevel es az IC_ ertekek felhasznalasaval fel-
epitettink egy szerkezet-hatas dsszeflugges
modellt, amelynek segitsegevel kiserletileg
meg nem meghatarozott molekulak lehetse-
ges IC,  erteke valt pediktalhatova a f6 prote-
azzal szemben.

2. Farmakofor szurés: hipotézist allitottunk
fel (2. abra), hogy milyen szerkezeti elemekre
(hidrogénkotés donor, aromas gylrU stb.) és
ezek egymashoz kepesti elrendezbdesehez
van szukseg egy olyan molekula felépitese-
hez, amely optimalis masodlagos kdlcsdnha-
tasokat tud kialakitani a feherje kotdhelyenek
kornyezetevel. A korabban is hasznalt Maest-
ro segitsegével egy molekulakdonyvtar tagjait
raillesztettUk a farmakofor elrendezddeésre,
majd a program a farmakofor modell szer-
kezettel vald egyezes alapjan rangsorolta a
Konyvtar tagjait. A hipotezissel legjobb egye-
zést mutatd molekuldkat tovabbi optimalas-
nak vethetjuk ala egyéeb modszerekkel.

2. abra: a farmakofor hipotézis és az arra legjobban
illeszkedd molekula (z6ld gémb: hidrofdb részlet; gydrd:
aromas reszlet; keék gémb kifele nyil: H-kétés donor; piros
gémb befele nyil: H-kbtés akceptor)

3. CoMFA (comparative molecular field
analysis): szintén egy QSAR maodszer, amely
megtalalhato a Maestroban. Az adott ligan-
dum korul definial egy racsot, majd egy pro-
batestet a racspontokba helyezve kiszamitja
a probatest és a ligandum kozotti kdlcsdnha-
tasokat, letapogatja a ligandumot es kornye-
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zetet. Segitsegevel informaciot nyerhetunk,
hogy mely térrészek felé erdemes valtoztatni
a meglevd molekulat, molekulakat az enzi-
maktivitas ndvelesenek erdekeben.

4. Shape screening: Kivélasztottunk egy
megfeleld enzimaktivitassal rendelkezd re-
ferencia molekulat, amire raillesztettuk a
molekulakdnyvtarunk &sszes tagjat, majd
a modellezd program alaki egyezées alapjan
rangsorolta 6ket. Ezen szamolasoknal a refe-
rencia molekula alakjaval valod minel nagyobb
hasonlésaggal rendelkezd molekulak kerese-
seacel.

Szerkezet alapu kutatasi modszerekbdl a
kovetkezdkbe nyertink betekintest:

1. Dokkolas: Ezen modszer lenyege, hogy a
vizsgalandd molekulakat beillesztjuk a feherje
el6ére definialt kotdhelyere a kulcs-zar hason-
baljuk a zarba). A dokkolas sordn a modellezé
program igyekszik a lehetd legtdbb es leg-
kedvezdbb enzim-ligandum kolcsdnhatassal
rendelkezd pozokat hozzarendelni az adott
molekulakhoz. A pozokat a "docking score”
nevd mennyiség jellemzi, amely a kdlcsdnha-
tasok min&seget leird energia jellegl meny-
nyiseg. A modszer alkalmas rendkivul nagy
szamu, akar millios nagysagrendud molekula-
kényvtarak gyors kdtdhelyre vald beilleszte-
sere, majd a minél alacsonyabb (mivel energia
jellegli mennyisegrdl beszelink, minél ala-
csonyabb, annal inkabb exotermebb a mole-
kula bekdtddese, tehat energianyereseggel
jarna) score-al rendelkezé vegyuleteket kiva-
laszthatjuk, ezzel egyfajta szlreést elvégezve.
A kapott pozokat vizualisan is megvizsgalva
lehetdség nyilik a ligandum modositasi lehe-
tésegeinek ertekelesere, annak erdekeben,
hogy javitsuk a fehérje-ligandum koélcsénha-
tasokat. Miamaodszert az altalunk létrehozott
molekulakdnyvtar szlresere hasznaltuk.

2. Molekuladinamika (MD): Molekuladinami-
kai szimulaciok soran a rendszerunket felepi-
té atomok mozgasat, dinamikus viselkedeset
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vizsgaljuk a klasszikus newton-i mozgase-
gyenlet segitsegevel (F = m x a). A moleku-
ladinamika soran megvizsgalhatjuk a ligan-
dumok kotdhelyen valo id6beli viselkedéset.
Figyelemmel kdvetjuk, hogy a szimulacios id
mulasaval is kdtve marad-e a vizsgalt mole-
kula, illetve milyen kdlcsdnhatasokat eés mi-
lyen gyakran alakit ki kornyezetével. Ezzel a
maodszerrel megvizsgalhato a kotépozok mi-
ndsege, de kevesbe alkalmas szlreés jellegy
vizsgalatokra. EsetUkben a legigeretesebb
molekulak kotdpozanak vizsgalatara alkal-
maztuk.

Mindkét megkdzelites segitsegevel elve-
gezhetd virtualis szlres, amelynek lenyege,
hogy egy rendkivdl nagy tagszamu konyv-
tar minden elemet ellassunk valamilyen, a
kotédést jellemzd értékkel (josolt aktivitas,
docking score stb.) és ez alapjan sorrendet
allitsunk fel a molekulak kozott. Az elsé vala-
hany (elsé szaz, elsé ezer) vegylletet ezutan
elballithatjuk es letesztelhetjuk kiserletileg
vagy tovabbi, joval kifinomultabb szamola-
sok segitsegevel szukithetjuk a szoba johetd
molekulak szamat. Gyakran azonban a mo-
dellezési feladat nem a széba johetd moleku-
lak szamanak csdkkentésére iranyul, hanem
retrospektiv, utdlagos analizisre szolgal. Ezek
soran reakciomechanizmusokat szamol-
hatunk modell-, akar feheérjekdrnyezetben,
precizebb vizsgalatokat vegezhetunk a kotd-
dessel kapcsolatban, tanulmanyozhatjuk az
enzim-ligandum komplexek dinamikus visel-
kedesét, de azitt felsoroltakon tulis rengeteg
lehetbseg all rendelkezésre a gyogyszermo-
lekuldk modellezéssel valo jellemzéeseére. A
kovetkezd bekezdésekben nehany altalunk
elvegzett dsszetettebb modellezesi felada-
tot mutatunk be.

Kémiai reakcidk vizsgalata modelirend-
szerben (QM)

Kemiai reakciok modellrendszerben valo
vizsgalatat a Gaussian nevl programmal ve-
geztuk, melynek segitsegevel kvantumme-
chanikai (QM) szamitasokat tudunk futtatni.
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A kovalens inhibicid soran gyakran eléfordulo
reakcio tipusokat modelleztink (3. abra), s
ekdzben vizsgaltuk a reakcio energiaprofiljat.
Areakcio soran a kivalasztott ligandumok es a
ciszteinthelyettesitd metil-tiolatmolekulakd-
zotti Michael addiciot, illetve nukleofil szubsz-
tituciot vizsgaltuk. A kapott energiaprofil es az
aktivalasi energia fontos informacioval szolgal
a molekula fehérjével szemben mérhetd akti-
vitasanak predikcidjahoz. Minél alacsonyabb a
reakcio gatja, annal kdnnyebben két hozza a
molekula a cisztein oldallanchoz, beleertve a
fehérje Osszes ciszteinjéet, igy fontos, hogy a
tul aktiv vegyuletek kotddeset "megnehezit-
suk" megfeleld warhead optimalizacioval.

A modellezeshez elébb el kellett keszite-
nunk a reakciot alkotd molekulakat a Maestro
programban, majd mindegyiken megkdteses
szerkezet optimalast hajtottunk végre QM
elmeéleti szinten. A reakcio lefolyasat scan-ek
futtatasaval vizsgaltuk, s ezek segitségevel
azonositottuk a kiindulasi, atmeneti es vegal-
lapotokat. Az emlitett allapotok szerkezetet
optimaltuk, ezutan energia ertéekeiket kigyUj-
tottuk, ezzel létrehozva az energiagdrbéket.

A 4. abran areakciok energiaszintjei lathatok
a reakciokoordinatak fuggvenyeben. Az elsé
koordinata a kiindulasi allapot, ami energiafel-
vétel mellett a transition state-be (TS) vagy
atmeneti allapotba kerul, vagyis a reakcioban
kialakuld legmagasabb energiaszintl szerke-
zetté alakul at, majd a termeék kialakulasakor
egy alacsonyabb energiaszintre kerul, energia
leadasa mellett. A ket vizsgalt vegyulet kozul
a masodik tunik potencialisan aktivabbnak a
cisztein helyettesitd metil-tiolattal szemben,
igy valoszinUsithetd, hogy ez a molekula na-
gyobb affinitassal bir a feheérjek ciszteinjeivel
szemben.
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3. abra: modellezett reakciok
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Modell reakcidk energiaprofilja
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4. abra: a modellreakciok szémolt energia értékei (1:
kiindulési allapot; 2: atmeneti allapot; 3: végallapot)

Dokkolas és a kapott pézok vizsgalata
klasszikus molekuladinamikaval

Ezen munka soran a SARS-CoV-2 f6 protea-
zanak gatlasara potencialisan alkalmas mole-
kulak tervezesetvegeztuk. Irodalmikutatas es
kemiai intuicio alapjan letrehoztunk egy mo-
lekulakdnyvtarat, melynek tagjait bedokkol-
tuk a f6 proteaz kotdhelyére. A kapott ered-
menyek alapjan kivalasztottuk a legjobbakat,
melyeket tovabb nodvesztettuk kuldnfele mo-
lekulareszletekkel, s az Uj vegyuleteket szin-
tén bedokkoltuk, kotddesuket értekeltuk. Egy
het munkaja alatt talaltunk 4 nagyon igeretes
molekulat. (5. abra)

TR

TL2_45 T|-2_17
DS=-7.584 DS=-7.343
|
S NH, CL P
0 N7 NH,
H,N
| H2N [ ~
N + -
H  oH N
0
TL2_18 TL2_26
DS=-6.647 DS=-6.533

5. abra: a dokkolasivizsgalatok alapjan legjobb kétédesd
vegylletek (DS: docking score)
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Az abran lathato, hogy mindegyik moleku-
lanak ugyanaz az alapja, csak oldallancaikban
ternek el. Ez azértvan, mert egy online moleku-
lakdnyvtarban talalhato molekulat valasztottunk
alapnak, amelyrél a konyvtar leirasa alapjan tud-
tuk, hogy a célponttal szemben aktivitast mu-
tat. Konyvtarunk letrehozasakor ezt kezdtuk
el modositani, az alapvazra kulénbdzé oldal-
lancokat aggattunk, igy letrehozva a kdnyvtar
tagjait. Az abran a bal felsé molekula rendel-
kezik a legnegativabb docking score-al igy
ennek szintézise es bioldgiai vizsgalata tinik
a kutatas szempontjabol legigeretesebbnek.

Ezek utan klasszikus molekulamechanika
(MM) alapu molekuladinamikai szimulaciok se-
gitsegevel megvizsgaltuk, hogy a legjobb doc-
king score-ral rendelkezd molekulak mennyire
stabilan kotédnek a f6 proteaz aktiv helyehez.
A szimulacio eredmenyekepp a kdvetkezOket
tapasztaltuk a TL2_26 példajan bemutatava (6.
abra): a ligandum hidroxilcsoportja és a His164
oldallanc kozott stabil hidrogenkotes tud kiala-
kulni, tovabba az aktiv helyen talalhato viz mole-
kulakon keresztul is kepesek hidrogen kotesek
kialakulni a fehérje és a ligandum kézott. Mind-
ezek biztositjak, hogy a ligandum megfeleléen
kotddjon a celpont aktiv helyehez eés ott meg-
feleld ideig legyen képes gatlo hatasat kifejteni.
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6. abra: az MD szimuldcio alatt el6forduld enzim-ligan-
dum kdlcsdnhatasok és gyakorisaguk
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Kovalens kétédés modellezése fehérjék-
ben QM/MM MD médszerrel

Mivel kovalens kdtddeskor a klasszikus mole-
kulamechanikai potencial nem kepes a kemiai
reakcioval jaro elektron atrendezddest kezelni,
a kovalens inhibicic modellezésehez szUkseg
van a kémiailag relevans régio kvantumme-
chanikaval valo leirasa. Sajnos a teljes rendszer
leirasa lehetetlen lenne kvantummechanikaval
az MD szimulaciok soran, am a kemiai reakcio
szempontjabol kevesbe relevans regiokat ke-
zelhetjuk MM szinten, igy létrehozva a QM/MM
hibrid keretrendszert a szimulaciok leirasahoz.
A QM/MM MD szimulaciok soran altalaban a
vizsgalt ligandum es a celzott oldallanc alkotja
a QM regiot, mig a feherje tobbi része, illetve
az oldoszerdoboz molekulai mind az MM régio
részet kepezik. A modszer segitsegevel meg-
alkothatjuk a fehérjeben lejatszodd kemiai fo-
lyamat energiaprofiljat, viszonylag alacsonyabb
szamitasi koltseggel.

A szimulacié soran elészor felépitettik az en-
zim-ligandum komplexet majd ezt egy vizdo-
bozba helyeztik, s definialtuk a QM és MM regi-
Okat. Az igy letrejott rendszert elOkeszitettik az
MD szimulaciok futtatasahoz, elvegeztink egy
minimalasi, egy melegitési es egy ekvilibralasi
lepést. Az eldkészitett rendszert ezutan huzott
molekuladinamikai (SMD, steered molecular
dynamics) szimulacionak vetettik ala, melynek
soran az altalunk definialt reakciokoordinata
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7.abra: az enzimkérnyezetben modellezett reakciok
(jobbra) és a hozzajuk tartozé QM/MM SMD szimulaciok
munkagorbéje (balra)
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menten huztuk vegig arendszert, igy lejatszatva
a reakciokoordinataval definialt reakciot. Az en-
nek sorankapott szerkezeteket felhasznaltuk az
ugynevezett Umbrella Sampling mintavetele-
zést alkalmazd MD szimulaciok kezddszerkeze-
tekent. Ezen modszer lenyege, hogy a reakcio
koordinata mentén szimulaciés ablakokat fut-
tatunk majd ezek eredmeényeibdl a WHAM (we-
ighted histogram analysis method) segitségével
fel tudjuk épiteni a reakcio koordinata mentén
a kovalens reakcio energiaprofiljat. Az Umbrella
Sampling vegeztével megalkottuk volna a kotd-
dési reakcio energiaprofiljat es értékeltuk volna
annak alakjat, erre azonban idd szUke miatt nem
volt lehetdseég. A mellekelt abran csak az SMD
huzasok soran kapott munkagorbek lathatok.
Az ebben a szekcidban leirt &sszes lepest az
Amber TOOLS programcsomaggal vegeztuk.

Osszefoglalas

Munkank soran betekintest nyerhettunk a
szamitogepes gyogyszertervezes modszerei-
nek szeles tarhazaba. Vegeztunk ligandum- es
szerkezet alapy modellezési-, szlrési felada-
tokat, reakciomechanizmus kutatast €s mole-
kuladinamikai szimulaciok futtatasat es kierte-
kelesetis. Az eredmenyek alapjan ket molekula
kdzUl sikerult a modellrendszerben potencia-
lisan aktivabbat megtalalnunk, egy molekula-
konyvtar szlresevel sikerult lehetseges SARS-
CoV-2 & proteaz inhibitorokat azonositanunk,
vegezetul egy kivalasztott vegyulet f6 proteaz
Cys145 oldallancaval valo kovalens reakcioja-
nak munkagorbeéjet is kiszamoltuk.

8. abra: k6z6s kép témavezeténkkel és a munkaalloma-
sunkkal
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Bevezetés

A 2022-es AKI Kivancsi Kémikus Kutato-
tabor keretein belul korszerl muszaki kera-
miakkal ismerkedtunk meg téemavezetdnk
segitsegevel. Egy het alatt ket gyakran hasz-
nalt muszaki keramiat, az aluminium-oxidot
(ALO,), a cirkonium-dioxidot (ZrQ,), illetve e
ket keramiabol keszitett kevereket, ugyne-
vezett cirkonium-dioxiddal szivositott alu-
minium-oxid (ZTA) kompozitot vizsgaltuk. A
tabori munka soran az egykomponenst (mo-
nolit) és tébbkomponensi/ tarsitott kompo-
zitkeramiak tulajdonsagainak ésszehasonlito
vizsgalatat vegeztik el.

Mit érdemes tudni a miiszaki keramiakroél?

A muUszaki keramiak definicio szerint, femek
es atmeneti fémek oxidjaibol, nitridjeibdl,
boridjaibdl, karbidjaibdl, illetve ezek elegyei-
bdl felepuld szerkezeti anyagok, amelyeket
ionos es/vagy erds kovalens kotés jellemez.
Altaldban j6 hoalldsagukhoz és kémiai el-
lenalldsagukhoz, nagy kemenyseg es nagy
kKopasallosag tarsul, mindamellett, hogy kis
sUrlseg jellemzi Oket. Legtdbbjuk ho- es
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elektromos szigeteld, ugyanakkor vannak
hévezetd, szupravezetd és félvezetd tulaj-
donsaggal rendelkezé keramiak is [1]. Kivalo
tulajdonsagaiknak koszdnhetbéen szamos
alkalmazasi teruleten megfelelébbnek bizo-
nyulnak a fem- és muUanyagalapu rendsze-
rekkel szemben. A muUszaki keramiak szer-
kezeti anyagkent torténd szélesebb korl
felhasznalasat ridegseguk, vagyis alacsony
toresi szivossaguk ugyanakkor akadalyozza.
A mindennapokban ismert hagyomanyos
keramiakhoz hasonloan, egyetlen, kellbkep-
pen nagy utderd hatasara a keramia szerke-
zete sulyosan sérUlhet, katasztrofaszerlen
torhet. Ennek megakadalyozasara megfeleld
mikroszerkezet kialakitasa nyujthat megol-
dast ketféle moédon: egyrészt a keramia tes-
tek szerkezetében lévé hibahelyek csdkken-
tésevel, masreszt kulonféele adalékanyagok
alkalmazasaval, vagyis kompozit létrehoza-
saval. A szerkezeti hibahelyek csdkkentese
a keramia testeket alkoto szemcséek mére-
tének csdkkentésevel; valamint minél porus-
mentesebb, vagyis kis porozitasu keramia
test kialakitasaval erhetdk el.

A kompozit keramiak mar-mar kulén cso-
portjat alkotjak a mUszaki keramiaknak. Kiala-

AKI Kivancsi kemikus 2022



Kitasukkor a tobb, kuldnbdzd monolit kerami-
ak el6nyds tulajdonsagainak otvozesere nyilik
lehetdseg, igy letrehozva egy jobb, dsszetett
tulajdonsagokkal rendelkezé tarsitott rend-
szert, igy lehetbseget teremtve a szélesebb
Kord alkalmazhatosagukra, amelyek pl. a ra-
ketatechnika, hadiipar, energiatermeles es
akar az orvosbiologia terUlete is [2].

A kutatotaborban vegzett kiserletunk so-
ran a fent emlitett ket muiszaki keramiaval, az
ALO, ésa ZrO, illetve az ezekbdl keszult ZTA
keramia kompozittal dolgoztunk.

Az ALO, az egyik legelterjedtebb, leggyak-
rabban hasznalt mudszaki keramia, amelyet
jO elektromos- es hdszigeteld tulajdonsag,
valamint magas olvadaspont es nagy ke-
menyseg jellemez [1,2]. Ugyanakkor torési
szivossaga alacsonynak mondhato, igy se-
rulekenyebb monolit keramia helyett inkabb
kompozitkent, peldaul szilikatokkal adalekolt
formaban hasznaljak. H6csereldk, kulonleges
egbfejek, magas hdmersekletl gazokat szU-
ré berendezesek, valamint gazturbina alkat-
részek gyartasakor alkalmazzak [1].

A ZrO, az egyik legjobb téresi szivossaggal
rendelkezd mulszaki keramia, éppen ezert a
Keramiak aceljanak” is nevezik. Magasabb
olvadaspont, ugyanakkor valamivel alacso-
nyabb kemenység jellemzi az AlLO,-hoz ké-
pest. Harom kristalymodosulata letezik — ko-
bds, tetragonalis es monoklin ZrO, —amelyek
hémersekletvaltozas hatasara reverzibilisen
egymasba alakulhatnak es a tetragonalis—=
monoklin ZrO, (t—m ZrO,) kristalymodosu-
latvaltast 3-9%-o0s terfogatndvekedes kiseéri.
Ez utébbi folyamat szinte lehetetlenné teszik
atiszta tetragonalis ZrO, (t- ZrO,) szerkezeti
anyagkent tortend felhasznalasat, ugyanak-
kor megis ezen tulajdonsagat kihasznalva,
er6sitd/szivositd  adalékanyagkent kivaldan
alkalmazhato. Ugyanis a t—m ZrO, atalaku-
las pl. repedesbdl szarmazo huzofeszultseg
hatasara is bekdvetkezhet, ezert a szerkezet
sérllésekor (mikrorepedések megjelenése)
t—m ZrO, atalakulas megy végbe és a meg-
jelené nagyobb terfogatu m-ZrO, szemcsek
a repedés Utjat elzarjak, illetve azok terjede-
set megakadalyozzak.

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |

A harmadik vizsgalt keramia kompozita ZTA
volt, amely 80 m/m% AL O,-bdl es 20 m/m%
ZrO,-baol allo porkeverek. A ZTA kompozit
szeéleskorlen hasznalt anyag. Tulajdonsagai
az alapanyagaira vezethetdk vissza, ugyanak-
kor a monolit keréamiakhoz kepest kedvezdbb
mechanikaijellemzékkel (hagy keménység és
jO torési szivossag) bir. Kivételesen erds, ke-
miailag ellenalld anyag. Szamos alkalmazasi
terUleten van jelen, tobbek kdzott fogasza-
ti és orvosi implantatumok, vagoeszkdzok,
csapagyak, szelepek, 6rlbégydngydk, olvasz-
totegelyek es keramia szUrdk elkeszitesehez
hasznaljak [3]. A ZTA porkeverék eléallitasa
nagy energiaju bolygdbmalomban tortent ke-
ramiabetétes 6rlétegelyben, 300 fordulat/
perces keverées mellett, 30 percen keresztul.

A kutatotabor soran, kisérletink célja a
ALO, és ZrO, keramiak és ezekbdl keszult
ZTA keramia kompozit elényds tulajdonsa-
gainak bemutatasa volt, bizonyitva az d6ssze-
tett anyagrendszerekben tortend gondolko-
das elbnydsseget.

Keramia testek eldallitasa

Tombi keramia testeket formazassal es ma-
gas hdmersekleten tortend hdkezelessel al-
litjuk el6, amelyet szinterelésnek nevezunk. A
folyamatot az alabbi, 1. abrais mutatja.

Poar Forwmibba présch por Sanmorch wermek

1. abra: Tombi keramia test kialakitasanak sematikus ab-
raja, illetve a kiindulasi keramiaporokbdl altalunk eldallitott
keramia testek
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2. abra: Szikrakistléses plazmaszintereld berendezés sematikus gbraja, illetve munka a laborban

Munkénk soran az ALO,, ZrO, és ZTA ke-
ramia testek elkészitéset egy modern por-
kohaszati eljarassal, ugynevezett szikrakisU-
léses plazmaszinterel® berendezés (Spark
plasma sintering, SPS) segitségével végeztik
el. Amunkafolyamatot a 2. abra mutatja.

A szinterelési eljaras soran egy grafitte-
gelyt megtoltunk a kiindulasi keramia porral,
amelyet az SPS berendezésbe helyezunk.
A készulek egytengelyld nyomassal préeseli a
mintat, mikdzben a teljes mintatarton pulza-
|6 egyenarammal magas hdmerseékletet hoz
letre. A pulzald egyenaram hatasara a kera-
miapor szemcsek kozott, és azok feluleten
mikrokisulések jonnek léetre, amik csupan a
szemcsek felUletéet olvasztjak meg, ezaltal
felgyorsitva peldaul a szemcsek kdzotti nyak-
kepzddest és magat a szinterelési folyama-
tot. Az altalunk vizsgalt keramiak hdkezelese
az alabbimodon tértent: 3 gkeramia port egy
grafit lappal bélelt grafit-mintatartoba toltot-
tunk, amit az SPS berendezésbe helyezve
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meg egy grafitkdpennyel is korbe vontunk. A
szinterelési folyamatot egy szamitogep ve-
zérelte, amelyet elézetesen témavezetdnk-
kel atbeszeltunk és megirtunk. A keramia
testek hokezelése egysegesen 1300°C-on
tortent, minddssze 5 perces hdntartasi ido-
vel, 50 MPa egytengelyld nyomas mellett. A
mintak felfUtése és lehltése szabalyozottan
tortent, 100°C/perc sebesseggel.

Alkalmazott vizsgalati modszerek

A keramia testek tdomadrseget, vagyis relativ
sUrUseget Arkhimedész maodszerrel vegez-
tuk el (3. abra), amelynek segitségével a tes-
tek porozitasa kiszamithato.

A szinterelt keramiatestek mikroszerkezetét
pasztazo elektronmikroszkdp (SEM) segitse-
gevel vizsgaltuk (4. abra), amely soran magne-
ses lencsekkel iranyitott vekony elektronnya-
labbal pasztazza veégig a mintak toretfellletet.
Az elektronsugar es a minta kdlcsdnhatasabal
szarmazo szekunder és a visszaszort elekt-
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3. abra: Slrlségmeérés Archimédész mddszerrel

ronokat detektalja a készulek. A visszaszort
elektronok detektalasakor az elektronok rugal-
masan es rugalmatlanul szorodnak a mintan
es azok mennyisege fugg a vizsgalt anyagok
tdmegszamatol, ezert kovetkeztethettink
a mintak kémiai dsszetéetelere. A szekunder
elektronok a minta fellletérdl, annak morfo-
logiajardl adtak informaciot, mivel elsdsorban
gyengen kotott, kulsé hejon 1evd elektronokat
detektalunk ebben az eseteben.

Rontgendiffrakcios vizsgalattal (XRD), a ke-
ramiak kristalyos szerkezetét és dsszetetelet
vizsgaltuk (5. abra). A réntgensugar a kris-
talyos anyagok racsszerkezetéen szorodik/
diffraktal meghatarozott szdgben, amelyet
detektalva meghatarozhatd az anyagra jel-
lemz8 szerkezet. XRD-vel meghataroztuk
a keramia mintaink fébb kristalyszerkezeti
jellemzdit, illetve a szinterelés soran vegbe-
mend fazisatalakulasokat. A mintakrol 20=
10-60° kozotti tartomanyban készitettuk a
felvételt.

www.ttk.hu/aki/kutatotabor

4. abra: Elektronmikroszkdpos mérés
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5. abra: Réntgen diffrakcios mérés

A keramia testek mechanikai tulajdonsagait
mUszerezett kemenysegmerd segitsegevel
hataroztuk meg, amely megadja a keramia
testek Vickers mikrokemeényseget illetve
azok merevséget, vagyis a rugalmassagi mo-
dulusat. A vizsgalat soran a mUszer egy gye-
mant gulat nyom a mintafeltletre 500 mN
erével, majd a visszamaradt lenyomat nagy-
sagabol kovetkeztetink a minta kemenyse-
gére (6. abra). A testek merevségét a miszer
a minta deformaciojabol szamitja ki.

e L]
] he--l'-il- ].
o - e i i

6. abra: Keménységmérés
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Eredmények

1. A keramiak porozitasa és mechanikai tu-
lajdonsagainak 6sszefluggese

A testek mechanikai jellemzdinek és porozi-
tasuk eredmenyeit az alabbi, 7. abra mutatja.

Mechanikal tulajdonsdgok
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7.abra: Vizsgalt kerdmidk mechanikai jellemzdi és
porozitasuk

Megfigyelhetd, hogy 1300°C-on tortend
szinterelest kovetben az ALO, kerémia po-
rozitasa 14% volt, a harom vizsgalt keramia
minta kozul a legmagasabb. A relative magas
porozitasnak kdszdénhetden a test Vickers
kemeénysége (11,6 GPa) bizonyult a legala-
csonyabbnak, ezzel szemben ugyanakkor a
merevsege, vagyis a rugalmassagi modulusa
csupan 170 GPa-teértel.

A szinterelt ZrO, keramia test porozitasa
rendkivUl alacsony lett, megkdzelitette a 0%-
ot vagyis relativ strUsege 99,88 % volt. A jo-
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forman teljesen porusmentes ZrO, keramia
Vickers kemeénysege 23,9 GPa volt, elérve a
legnagyobb értéket a tobbi, altalunk vizsgalt
keramiahoz képest. Ugyanakkor a merev-
segi adatokat figyelembe véve elmondhato,
hogy a ZrO, a teliesen tomor szerkezetének
kKdszonhetben a legridegebb lett, mivel a ru-
galmassagi modulus ennél a mintanal volt a
legmagasabb (347 GPa), dupla akkora, mint
az ALO, teste.

Lathato, hogy a ZTA kompozit eseten a
mert mechanikai tulajdonsagok - az elvartak
szerint- a két masik monolit keramia értekei
kozotti ertekeket mutattak. A ZTA kompozit
Vickers kemeényseége 18,1 GPa, mig a rugal-
massagi modulusa 244 GPa volt. A test poro-
zitasa a ZrO, -hoz kepest viszonylag magas,
am az ALO,-hoz képest a felére csdkkent,
8,1% értéket mutatott. Osszehasonlitva te-
hat a kompozit esetén egy kemeny, megis vi-
szonylag ,rugalmas”-nak mondhato keramiat
kaphatunk. Ezek tukrében feltételezzik, hogy
20m/m% ZrO ,-tartalom el&segiti az ALO,

Sgral A = SE1
Msg = 1000 KX

Jyam EHT = 10.00 kv

I"_+ WO =130 mm

Signal A = SE1
Mag= 1000KX

File Hame = komp-100001 |
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P

szintereléskor a testek erdteljesebb tdmMoro-
déset, vagyis a porozitas csdkkeneset, ami a
minta kemenysegenek javulasat eredmenye-
zi. Ugyanakkor a test merevsege nem éri el
100%-ban ZrO, tartalmu minta merevseget,
egy kevesbe rideg keramia jott letre a ZTA
kompozit eseten.

2. Keramia testek mikroszerkezetijellemzdi

A testek mechanikai tulajdonsagait a mikro-
szerkezeti vizsgalatok alatamasztjak. A harom
keramia, SEM altal készitett toretfelUleti képei
a 8. abran lathatok. Az ALO, (8.a. abra) felu-
leten jol kivehetdve valtak a polusok, es azok
mennyisége, mig a ZrO, (8.b. abra) mikroszer-
kezete joforman teljesen porusmentes. A ZTA
kompozit fellletérdl készitett felvételen (8.c.
abra) keves, de megjollathato porus figyelhetd
meg. A ZTA kompozitrdl, készitett visszaszort
elektronokat detektalo felvételen (8.d. abra) ki-
vehetdek voltak az AlLO, matrixban talalhato,
homogen eloszlasu ZrO, szemcsek.
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8. bra: SEM szekunder detektorral tortend felvetele a) ALO ; b) ZrO ,; c) ZTA kompozit; d) Z TA kompozit visszaszort

elektron detektorral torténd felvétele

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |
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9. abra: Al,O_ (piros), ZrO, (kék), ZTA (z6ld) keramia testek XRD vizsgalatanak eredménye

A XRD meérés soran kapott felvételek 6sz-
szehasonlitd abrgja a 9. abran lathatd. A
100% ALO, -ot és 100% ZrO, -ot tartalma-
zO mintak esetén, a ket dsszetevdre jellemzo
diffrakcios csucsok figyelhetdk meg. Az AlLO,
esetén korundot (a-AlLO,) detektaltunk, mig
a ZrO, tartalmu minta esetében tetragonalis
kristalyszerkezetld ZrO,-ot kaptunk. A ZTA
kompozit fazisdésszetetelet tekintve a minta
mindket, az a-ALO, -ot és t-ZrO -ra jellem-
z6 diffrakcios csucsokat tartalmaz, tukrozve
akompozit dsszetetelét.

Konkluzié

A vizsgalati eredmeényekbdl elmondhato,
hogy a tiszta, 100% ALO, -ot tartalmazo
minta 1300°C-on torténd SPS szinterelese
porozus testet eredmenyezett, igy a varthoz
kepest egy kevesbée kemeny, ugyanakkor
kevesbe rideg keramiat kaptunk. Ezzel sze-
mben a ZrO, hékezelese nagyon alacsony
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porozitasanak kdszonhetbéen kemeny, de
eppen ezert merev, rideg keramiat ered-
menyezett. Levonva a kdvetkeztetest, mind-
ket monolit keramianak megvannak a maga
jO tulajdonsagai, amelyek magukkal hozzak
a kevesbe elbnyods jellemzdket is. Mindezzel
szemben, a ZTA kompozit keramia esete-
ben megfelelben tdmadr, kemeény, ugyanakkor
keveésbe rideg keramia hozhato letre, ezzel
egyfajta arany kozeputat kepviselve az ALO .-
ZrO, keramiak kozott.
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D ' Monika bail
Ujpesti Kényves Kalman Gimnézium,

Nagygyorgy Zsoka

Bolyai Tehetséggondozo Gimnazium, Zenta
Témavezetok:

Dr. Asmaa Selim tudomanyos munkatars

Kutatocsoport:

A TTK Megujuld Energia Kutatdcsoport-
janak egyik fébb kutatasi terulete a tiszta
energiatermelés, melynek kapcsan a cso-
port tuzelbanyag-cellakkal foglalkozik. A
kutato tabor ideje alatt neklnk is ezekkel a
tlzelbanyag-cellakkal volt szerencsenk meg-
ismerkedni. Témavezetdink, Dr. Asmaa Selim
es Dr. Szijjarto Gabor elmagyaraztak nekink
a berendezes mukodeset, illetve megmutat-
tak a cellak elkeészitéset, amelyben miis reszt
vehettunk. Ezutan kuldnbdzd meresi progra-
mokat futtattunk le, amelyek segitségeével az

ié

1. abra: Témavezetdinkkel

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |
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Dr. Szijjarto Gabor tudomanyos munkatars

Megujulé Energia Kutatocsoport, Anyag- és Kérnyezetkémiai Intézet

adott tuzeldanyag-cella U-I karakterisztikaja-
rol, teljesitmenyerdl, illetve varhato élettarta-
marol kaphattunk pontosabb képet. A kdvet-
kez6kben a taborban tanultakat mutatjuk be.
Jo olvasast kivanunk!

Mik azok a tiizel6anyag-cellak?

A tlzeldanyag-celldk olyan berendezeések,
amelyek elektromos aram termeléseéere alkal-
masak. Tobbféle tuzelbanyag — cella is letezik

[1-3], mi a munkank soradn a PEM — cellakkal

Electric current

. Q.
M >

== Airin

H;: Hydrogen
0, Oxygen

H*: Hydrogen ion
e': Electron

H;

Unused
air, water
and heat

Excess
fuel out

2. abra: A tuzeldanyag — cella mikodése
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(Proton Exchange Membrane Fuel Cell, vagy-
is Protoncsere membranos cella) foglalkoz-
tunk. A cellan belll egy terben elvalasztott
redoxi-reakcio jatszodik le, mely soran kifelé
hasznosithato elektromos energia(aram) ter-
mel&dik. A berendezés csupan hidrogen es
oxigen gazt igenyel, melybdl az elektromos
aram mellett viz keletkezik, melynek egy re-
szétarendszer felhasznalhatja. A cellabelse-
je (ahol a kémiai reakcio lejatszodik) egy anod
es egy katod terbdl all, amelyeket a Nafiont
tartalmazo protoncseréld membran valaszt
el. A hidrogengazt az anod térbe vezetve,
katalizator segitsegevel eloxidaljuk, mely so-
ran hidrogen-ion és elektron keletkezik. A
protoncsereld membran segitsegevel a hid-
rogén-ion (azaz a proton) atdiffundal a katod
térbe. Az elektron pedig a membrant megke-
rulve (mivel az az elektronokat nem ereszti at)
egy elektromos kabelen at, az aramkorbe kap-
csoltfogyaszton keresztul jut a katod terbe. A
cella katod oldalara kivalrél oxigen gaz érkezik,
amely a katalizator segitsegevel reakcioba
lep a hidrogen ionokkal es az elektronokkal. A
reakcio soran viz keletkezik, melynek egy re-
szet a Nafion membran visszaforgatja, mivel
amukodesehez szUksege van anedvessegre.
A tébbiviz pedig tavozik a rendszerbdl.

A tuzeloanyag-cellak felépitése:

A tuzelbanyag-cellakat a gyakorlati alkal-
mazasok soran cellakdtegekkent hasznaljak,
amik tobb sorba kapcsolt cellabdl allnak. Ma-
guk a celldk réetegesen épulnek fel. Kbzepen
talalhato a protoncsereld membran, amelyet
ket oldalrdl kdzrefognak az andd és katod ol-
dali gazdiffuzios elektrodok (GDE), amelyek
gyakorlatilag porozus szerkezetdl, elektromo-
san jol vezetd szénpapirok, katalizator reteg-
gel ellatva. A protoncserel membran a ket
gazdiffuzios elektroddal egyutt az un. memb-
ranelektrod-egyuttes (membrane electrode
assembly - MEA). A MEAt kivilrél kozrefogja
egy-egy bipolaris lemez (bipolar plate - BPP).
Ezekbe kulonféle geometrigju aramlasi csa-
tornak vannak belemarva, amelyek biztositjak
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Endplate
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3. abra: A tlzelbanyag — cella felépitése [2]

a gazok aramlasat és az aktiv MEA fellleten
valo egyenletes eloszlasat. A lemezeket az
aramszedok kovetik, amelyeknek a BPP feloli
oldala vezetd, hatoldala pedig elektromosan
szigeteld, hogy az 6sszehuzo csavarokon ke-
resztul ne alakulhasson ki révidzarlat. A cellat
vegul ket fem veglap fogja dssze.

4. &bra: 4 MEAs tuzelbanyag — cellakoteg

Membran készitése

A tuzelbanyag-cellak muUkddese nagyban
fugg a protoncsere membran dsszetétele-
tol és tulajdonsagaitol. Kutatasunk soran egy
Nafion tartalmu membrant készitettunkel. Az
5 tdmegszazalekos Nafion oldatbdl el8szor
elparologtattuk az oldoszert, majd a teljesen
kiszaradt eés 6sszedarabolt Nafion gyantat fel-
oldottuk dimetil — acetamidban. Az igy kapott
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oldatot szetteritettik egy Petri — cseszeében
majd 24 oran keresztul 80 °C — on és 4 oran
keresztul 120 °C — on hdkezeltuk. Amikor ki-
halt, a membranhoz vizet adtunk és igy levalt
a Petri — csésze aljarol és oldalarol. Mikromé-
ter segitségeével tobb helyen is megmertuk a
vastagsagat, majd a kapott eredmeényeknek
kiszamoltuk az atlagat és megkaptuk, hogy a
membranunk atlagos vastagsaga 48,4 um.

5. abra: Membran vastagsaganak mérése

Gazdiffazios elektrod

Az elektréd elkészitéséhez szénpapirra és
katalizatorra volt szuksegunk. A katalizatorbol
tintat keészitettunk, melynek dsszetevdi:

46,88 mg katalizator (QuinTech C-40-PT)

0,5 mL Nafion oldat (DuPont, 5 m/m%)

0,5 mL izopropanol (Molar Chem)

A katalizatort, a Nafion oldatot és az izop-
ropanolt magneses keverdvel 30 percen
keresztul intenziven kevertettuk. Az igy ka-
pott katalizator tintat festekszord pisztoly
segitségevel egyenletesen felhordtuk az 50
cm2-es szenpapir felszinére. Az igy elkeészult
gazdiffuzios elektrodot (GDE) 30 percen ke-
resztul 80 °C-on, majd ezt kdvetden 30 percig

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |

6. abra: KészUl a gazdiffuzios elektrod

125°C-on széritottuk. Osszesen 2 db elektro-
dot allitottunk el6 (katod és andd). Mindkét
elektrdd Pt tartalma 0,15 mg/cm? volt.

Amikor az elektrodok elkeszultek, a memb-
rant kdzejuk helyeztuk és 3 percen keresztUl
120 °C — on, 4,5 t nyomassal préseltik. igy
kaptuk meg a membranelektrdd egyUttestn-
ket (MEA).

A membranelektrod egyuttes elkészitése
utan dsszeszereltlk a tuzeldanyag-cellat. A
cellat nyomatékkulccsal huztuk 6ssze 5 Nm
forgatonyomatekkal.

-
= %
= -
(= = -
7. abra: Tuzel6anyag-cella 6sszeszerelése
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Mérések és tesztelések

A sajat tuzelbanyag — cellank elkeszitese
utan kulonbdzd meéresi programokat futtat-
tunk le a teszter berendezesen, hogy pon-
tosabb kepet kapjunk maganak a cellanak a
mukddeserdl, U-I karakterisztikajarol, illetve
varhato elettartamarol. A meresek soran a
New European Driving Cycle (NEDC) beal-
litasait es lepeseit kovettuk, amely egy tu-
zeléanyag-cellak vizsgalatahoz hasznalt, EU
szabvany szerinti protokoll [2].

Cellahémerseklet: 80 °C

Katdd nyomas: 2,3 bar

Andd nyomas: 2,5 bar

Aramlasi sebesség: 200 mL/perc

0 =] Loa 1508 EL
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8. ébra: Aram valtoztatésa az idd fuggvényében, polari-
z&cios gorbe felvétele sordn (NEDC protokoll szerint)

Afentimeéresikorulmenyek alapjan beallitot-
tuk az aramerdssegeket es a kdvetkezd pola-
rizacios gorbéket kaptuk:
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9. abra: Polarizacios gérbe, vagy mas néven U-| karakte-
risztika (NEDC protokoll szerint)
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A gorbe alapjan meghataroztuk a 650 mV
- hoz tartozd aramerdssegek atlagat es ez
alapjan beallitottuk a vilagoszolddel jelolt
aram programot (FC-DLC teszt; Dynamic
Load Cycle), amelyben a legnagyobb aram-
sUrUseg az elébb emlitett atlag ertek. A pro-
tokollban a 650 mV azert ilyen kituntetett
mennyiseg, mert ez az érték tekinthetd a tu-
zelbanyag-cellak atlagos mukodesi feszult-
segenek.
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10. abra: Membranelektrod-egylttes élettartamanak
vizsgalata: FC-DLC teszt; az 1. és a 20. ciklus ésszeha-
sonlitasa

Az FC-DLC teszt olyan mérés, amelyben a
fentebb lathatd aramprogramot folyamato-
san &tvenszer egymas utan lefuttatjak (16,4
6ra) és az 50 ciklus eldtti és utani polarizaciés
gorbet hasonlitjak dssze. A gorbek aramsu-
rdseg-maximumahoz tartozd feszultsegek
kuldbnbsegebdl a MEA degradacioja szamol-
hato, tehat a MEA élettartamardl kapunk in-
formaciot. 50 DLC ciklus elméletileg 550 km
vezetés (kb. egy tankolassal megtehetd ut)
hatasaval egyenld. Az id6 rovidsege miatt mi
20 DLC ciklust futtattunk le és magat az elsé
ciklust hasonlitottuk éssze az utolsoval; a ku-
ldnbseg, féként a nagyobb aramsUrlsegek
eseten, igy is erzekelhetd.

Végul megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik
a polarizacios gorbe, ha a katdd gaz oxigen-
tartalmat valtoztatjuk, vagyis tiszta oxigen
helyett levegdt hasznalunk:
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11. abra: Katod gaz oxigéntartalmanak hatasa a polari-
zacios gorbe lefutasara (tiszta oxigén vs. levegd)

Cella - fejlesztés lehetséges iranyai

A tluzel6anyag-cellak szélesebb korl fel-
hasznalasanak fontos eleme a gazdasagos-
sag €s a magas hatasfok. Ennek kdvetkez-
teben a cella fejlesztésnek szamos iranya
letezik, peldaul a koltseghatekonyabb memb-
ran fejlesztés, melynek kdvetkeztében el-
hanyagolhatd lenne a Nafion alkalmazasa.
Tovabba az elektrdd fejlesztésben fontos a
rendszer jobb szén—-monoxid tlrése, a ma-
gasabb élettartam végett [3]. (A kéolaj és

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |

féldgaz-szarmazekokbol eldallitott, ugyneve-
zett barna hidrogén, ohatatlanul is tartalmaz
szén-monoxidot, mely lemeérgezi az elektrod
felUletén talalhatd vekony katalizator reteg
aktiv helyeit.) A bipolaris lemezek terén pedig
egy minel hatékonyabb aramlasi geometria
kifejlesztése a ceél, amely a cella belsejeben
végbemend keémiai folyamatok hatasfokan
segitene. Ezen felll a cellak élettartamanak
a ndvelése is szukseéges ahhoz, hogy ezek a
nagyszerlU berendezéeések szeleskdrlen fel-
hasznalhatoak legyenek.

Felhasznalt irodalom

[1] Gajdos Gergely: Iranyitott fellleti reak-
ciok alkalmazasa tuzel6anyag-cellak elekt-
ro-katalizatorainak fejlesztéséhez, Diploma-
munka, Budapest, 2016

[2] Danielle Verde Nolasco: Optimization of
membrane electrode assembly for PEM fuel
cells, Diplomamunka, Budapest, 2021

[3] Guban Dorottya CO-tolerans andd ol-
dali elektro-katalizatorok eldallitasa polimer
elektrolit membranos tuzeldanyag-elemek-
hez, PhD értekezés, Budapest, 2015

45



»

Kristalyoktol a molekulakig, avagy
- a Rontgen-sugarzas, mmt atomi
| vonalzo s, =——

Fodor Vlrag

Lovassy Laszlo GlmnaZIum Veszprém
Balog Gergely

Bethlen Gabor Reformatus Gimnazium,
Hoédmezbvasarhely

Békei Botond

ELTE Apaczai Csere Janos Gyakorld Gimnazium,

Budapest

Témavezetok:
Dr. May Nora tudomanyos fémunkatars,

Kutatocsoport:

Az 2022-ben megrendezett ,AKI Kivancsi
Kémikus" kutatotaborban, a ,Kristalyoktol a
molekulakig, avagy a Rdntgen-sugarzas, mint
atomi vonalzoé” temaban dolgozhattunk te-
mavezetdink, May Nora, es Holczbauer Ta-
mas segitsegevel. Ezuton is kdszdnjuk nekik
a tanitast és munkank iranyitasat.

Elméleti 6sszefoglalé

A kutatok egyre kisebb dolgokat tudtak meg-
vizsgalni az egyre inkabb fejl6dd mikroszko-
pokkal, peldaul az elektronmikroszkoppal a vi-
rusokat, a pasztazo alagutmikroszkoppal mar
az atomokat is meg lehetett figyelni kicsiben.
De volt egy elméleti hatar, aminél kisebb dol-
gokat nem lathattunk: a lathato féeny hullam-
hossza. Csak szemlélteteskent a lathatd feny
hullamhossza kb. 107"m, mig a molekulak atla-
gosan 10°m nagysaguak. Ezért, ha a moleku-
lak szerkezetet szeretnénk latni, akkor haszna-
lunk egykristaly diffraktometert, amivel meg az
atomok kozottikotéseketis latjuk. De az eljaras
soran hasznalt rontgensugarzast nem lehet
lencsevel fokuszalni, vagyis az optikai mikrosz-
kopoknal hasznalt eljaras nem mukodik, ezert
mas modszereket kell alkalmaznunk.
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Dr. Holczbauer Tamas tudomanyos munkatars

Kémiai Krisztallografia Kutato Laboratorium, Szerkezetkutato K6zpont

Alapjelenségek

El&szor is nezzunk meg par alapfogalmat,
hogy megeértstk a rontgendiffraktometer
mukodeset.

Diffrakcio: Amikor a hullamok a hullamhosz-
szukhoz kepest kis resen haladnak at, akkor a
res arnyekolt tertUletere is behatolnak, a res-
béllatszddnak kiindulni (1. abra)

Interferencia: Akkor torténik, ha kulonbo-
z6 hullamok talalkoznak, melyeknek fazisku-
l6nbsege allando. Az azonos fazisu hullamok
erdsitik, a kilonbdzd fazisuak gyengitik egy-
mast. (2. abra) Fényérzékeny lemezzel fogjuk

\

N ¥

Source @D

@ Receiver

N

1. abra: Diffrakcio
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2. abra: Interferencia

fel ezeket a diffraktométerben. Az erdsites-
nel fekete foltok, a gyengitesnél feher foltok
lesznek lathatoak. Ezek elhelyezkedesebdl
hatarozzuk meg az elemi cellat matematikai
muveletekkel.

Egykristaly rontgendiffraktométer

A rontgendiffraktométerbe el6szdr egy
egykristalyt kell helyezni (kb. 108 cellabol allo
kristaly), és mivel a kristaly résként viselkedik
a rontgensugarzas szamara, ezert a fentebb
emlitett jelensegek fognak lezajlani. A gep
fontosrésze az ugynevezett ,beam stop” (di-
rekt sugar fogd), megallitja azt a direkt ront-
gensugarzast, amely a fényérzekeny lemez-
re diffrakcio nélktil menne, aminek az arnyeka
egy feher folt lesz a kép kdzepen. A kristalyt
a tér minden iranyaba elforgatjuk a goniome-
terrel, hogy minéltdbb reflexiot gydjtsunk. (3.
abra:  www?2.sci.u-szeged.hu/inorg/MOMA/
ch07s03.ntml)

3. abra: Egykristaly rontgendiffraktométer felepitése

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |

Afentebb emlitett modon felvett diffrakcios
kepekbdl tudjuk visszafejteni az elektron si-
rusegeket a racs szerkezetének es az elemi
cella parameétereinek meghatarozasahoz. Az
elemi cella a kristaly azon legkisebb egysege
amelybdl a ter harom tengelyenek iranya-
ba valo eltolassal az egesz kristalyt fel lehet
epiteni. Az aszimmetrikus egység az elemi
cella azon resze, amibdl szimmetriamuvele-
tekkel az elemi cella felépithetd (tengelyes
tukrozes, kozéppontos tukrozes, forgatas,
forgatasos tukrozes, valamint ezek eltolassal
tortend kombinacioi: csavartengely es csu-
szosik). Majd meghatarozzuk a kristaly tér-
csoportjat, amely het kristalyrendszerbe so-
rolnatd: (4.abra:  www.feis.unesp.br/Home/
departamentos/engenhariamecanica/map-
rotec/6aula_cme.pdf)

4. abra: Kristalyrendszerek

Osszességében a szimmetriaelemek kom-
binacidja a 7 kristalyrendszerben 32 krista-
lyosztalyt ad és ebbe sorolhatd be a 230 ter-
csoport.

Az igy meghatarozott elektronsurisegek
maximumaiba atomokat helyezink, es igy
mar jol ertelmezhetd kepet kapunk a kristalyt
felépitd molekula terszerkezeterdl.

Kisérleti rész, munka menete

Egykristaly el6allitasa, kivalasztasa

Az egykristaly elkészitésehez a vizsgalando
anyagot, ha por formaban érkezik, ha nem,

fel kell oldani, és ki kell kristalyositani. A por
kis mennyiségéet tobbfele, olyan oldodszer-
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5. abra: Ampulla mikroszkop alatt

ben oldjuk fel, amiben kdzepesen jol oldodik
az anyag, nem parolog tul gyorsan, hogy ne
zavarja a kristaly ndvekedeését, de ne tartson
tobb hetig a kristalyositas. Ezeket az ampul-
lakat, amelyekbe az oldatok kerultek, nor-
malis korulmenyek kozott 3-5 naponta, ese-
tunkben naponta ellendriztuk, hogy vannak
e benne egykristalyok. Ezt ugy ellen&riztik,
hogy mikroszkop alatt (5. abra) vizsgaltuk,
hogy voltak e benne legalabb 0,1mm-es, leg-
feliebb 0,5mm-es kristalyok, amelyek polar-
szUr6 alatt egyseges kepet mutatnak. A po-
larszUrd olyan lencsepar, amely két egymasra
merdleges polarszirét tartalmaz, igy nem
engedi at a fényt. Az also lencse csak egy
adott sikban polarizalt fenyt enged at, aminek
a szoget a két lencse koze helyezett kristaly
elforgatja, igy a masodik lencseén atjut a feny
(6. abra).

Ha az egesz kristaly egyforman engedi at a
fenyt, akkor a polarszird forgatasakor egy-
szerre fenylik fel az egész kristaly. Amikor
talaltunk egy ilyen kristalyt, elkulonitettuk a
tobbi kristalytol, hogy ki tudjuk venni az am-
pullabdl. Ezt par darab reézdrottal oldottuk
meg. A kivalasztott kristalyokat targylemezre
raktuk, egy olajcseppre, hogy ne oldodjon fel,
es ne veszitsuk el a kristalyt. Itt minden olda-
lat megvizsgaltuk eés a tul nagy kristalyokbal
levagtunk darabokat. Majd ezeket raktuk a
diffraktometerbe.

A kristalyositashoz etert, illetve aceton ol-
doszert hasznaltunk, bar az acetonhoz kel-
lett ezen kivul vizet és szén-tetrakloridot is
adni, hogy az anyag feloldodjon. Az elkészult
ampullakat lezartuk, lyukakat Utéttunk a tete-
jukbe, hogy lassan tudjon parologni az oldo-
szer, eés ott hagytuk estere. Masnap reggel
az eteres ampullaban talaltunk egy megfele-
|6nek tind kristalyt, ezert kiszedtuk, és miu-
tan a masodik ellendrzesnél is megfeleldnek
bizonyult, felraktuk egy kristalytartd hurokra
(7. dbra), és elvitttk a diffraktométerhez. A
kristalytartot egy magnes segitsegevel kell a
goniometerre helyezni, amihez nagyon kozel
van a kristaly hiteset biztositd csé valamint a
direkt sugarfogo. Sajnos az elsé ket kivalasz-
tott kristaly igy a felhelyezés soran elveszett,
mert a kristalytartd vége hozzaéert ezekhez
az eszkdzokhodz. A meérés nem bizonyult
pontosnak, ezért masnap ismét kerestunk

6 a. abra: Polarsz(iré nélkal
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6 b. abra: Polarsziiré hatasa
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7. abra: Kristaly a goniométerfejen

kristalyokat, és talaltunk egyet, ami megfele-
I6nek tint a masodik oldatban, amelyet sike-
rultis rahelyezni a muszerre, és elinditottuk a
merest.

Mérés az egykristaly-
rontgendiffraktométerrel

A meéres elinditas utan a program el&szor
csak korbemeriakristalyt, nehany framet gyUjt
be, hogy az alapjan meghatarozza az elemi
cellat és a neki megfeleld meéresi strategiat
(forgatasi szogek, besugarzasi idé/kép). Egy
ilyen szorasi kep akkor jo, ha minél nagyobb
szorasi intenzitast mutatnak a pontjaink, illet-
ve nincsenek nagy es elmosodott foltok, mert
azok rontjak a meres pontossagat es min6-
segeét. (8. abra) A megfelelé mérési strategia
megtalalasa utan elinditjuk a mérest, ami tobb
orat is igenybe vesz. Mi mindket nap delutan
inditottuk el, egész éjszaka hagytuk futni, és
csak masnap deleldtt allitottuk le. Ezutan er-
tekeltuk ki a felvett diffrakcios kepeket.

8. abra: Szorasi kép
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Eredmények kiértékelése

Miutan a mUszerunkkel begyUjtottuk a kelld
mennyisegu szorasi kepet, ezeket ertelmez-
nunk, kiertékelnunk kellett. Enhez a Crystal-
Clear nevl programot hasznaltuk, ami elve-
gezte a szorasi képek integralasat (a pontok
intenzitasat vizsgalta), illetve figyelembe
veve az abszorpcios korrekciot is, megadta
az elemi cella pontositott adatait és a kris-
talyrendszert. Ezt kovetben a cellan beluli
molekulak elhelyezkedéset kellett megolda-
nunk. A cella mereteibdl kiszamoltuk a cella
térfogatat, amit ha elosztunk 17A3-mel (ami
korul-belll egy nem hidrogén atom terfoga-
ta) akkor megkapjuk a nehézatomok szamat.
Ha ezt elosztjuk a vizsgalt molekulaban levd
nem-hidrogén atomok szamaval (13) akkor
megkaptuk a molekulak szamat a cellaban.
Ezt kdvetden tobb szamitogepes program-
mal (SIR, Olex) tovabb finomitottuk a vizsgalt
molekula szerkezetet. Vegul a kesz szerke-
zetben egy Platon nevil program segitsege-
vel tovabbi szimmetridkat keresve megha-
taroztuk az aszimmetrikus egyseéget is. Ezt
kdvetden mar csak az eredmenyeink abrazo-
lasa volt hatra.

Eredmények
Akristaly szerkezete

Akristaly szerkezetenek feltérkepezeésehez
az egyik legfontosabb az elemi cella megha-
tarozasa. Az imidazol-tioszemikarbazonbdl
tudtunk szamunkra alkalmas kristalyokat n6-
veszteni. Két merest keészitettink, melynek
soran ket elterd oldoszert alkalmaztunk. Az
elsénel dietil-etert, ami alacsony forraspont-
ja miatt nagyon gyorsan parolog, igy krista-
lyainkis hamar keletkeztek, azonban nemvolt
elegidejuk a molekulaknak nagyon szabalyos
szerkezetbe rendezddni. Az elemi cellanal
latszik, hogy se az oldalak, se a szdgek nem
egyeznek meg, amit triklin kristalyrendszer-
nek nevezink. (Elemi cella adatai: a=9,94 A:
b=14,15 A; c=20,99 A; a=106,33° f=99,81°;
y=90,06°) (9. abra) A celldban talalunk egy
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inverzios kdzpontot. Ezt a tercsoportot P-1-
nek nevezzuk. Ennek megfeleléen az aszim-
metrikus egysegben csak 6 molekula van,
ami fele az elemi cellaban talalhatd 12 mo-
lekulanak. A masik meresunknel az oldoszer
a CCl, volt, mig az oldat acetont és vizet is
tartalmazott. Ez lassabban kristalyosodott,
igy tobb ideje volt szabalyos kristalyrendszert
alkotnia. Ezt bizonyitja az el6bbineél szabalyo-
sabb monoklin kristalyrendszer, ahol két szdg
is 90°. (Elemi cella adatai: a=7,36 A: b=14,15
A; c=9.44 A; 0=90,0° B=108,43° y=90,0°)
(10. dbra) Az elemi celldjaban is kevesebb, 4
molekula van.

10. dbra: A 2. minta eleri celldja (oldészer: CCl /aceton/viz)

Az elemi cellakat egymas melle helyezve meg-
kapjuk a kristalyt, amit a program segitsegevel
konnyen abrazolhatunk a tér harom iranyabdl.
(11. abra) Az elsé mintanal két iranybdl is lat-
szanak a sikok, de a sokkal szabalytalanabb a
molekulak elrendezddése, mint a masodik min-
tankban, ahol nagyon szépen latszédik a sza-
balyossaga a kristalynak es hogy a b’ iranybdl
megmaradtak a sikok, mig az elrendezbdes a
masik ket iranyban megvaltozott.

50 |

11. abra: 2. minta kristalyszerkezete a tér harom iranyabdl

Szimmetriak az elemi cellan beliil

A celldban kuldnbdzd szimmetriaelemeket is
talalunk. Ezt egy kUlon abran is szemléltettuk.
(12.4abra)

[ P
2

12. abra: Az 1. minta elemi celldja (oldoszer: dietil-éter);

A lila lapok a csuszosikok, amik menten a
molekulakat tUkrozve és eltolva kapjuk meg
a szomszedos molekulakat. A zdld vonalak a
csavartengelyek, melyek mentén forgatassal
és eltolassal kapjuk a kdvetkezd szimmetrikus
molekulat. llletve a cella kbzeppontjaban, és az
oldallapjai kdzéppontjaban inverziokdzpontok
is talalhatoak. Ebbdl kdvetkezik, hogy a tercso-
portja P2, /c — ez az elnevezés a 180°-0s csa-
vartengelyt és az erre merdleges csuszosikokat
foglalia magaba - igy az aszimmetrikus egyseg
csak egyetlen molekula.

Molekulak szerkezete

Az egykristalyrontgendiffrakcioval nemcsak a
molekulak kristalyon bellli elrendezddeset tud-
hatjuk meg, hanem maguknak a molekulaknak
dunk kovetkeztetni a molekula kémiai és fizikai
tulajdonsagaira. Megfigyelhettuk, hogy oldoszer-
tél fuggetlendl mindket mintankban azonos lett a
konformacio, vagyis mindkét esetben sikszerke-
zetet vett fel a molekula. Az eltérés ezen mole-
kulak elrendezddeseben mutatkozott meg.

Mivel a rontgendiffraktometerrel elektronsu-
rdseget tudunk mérni, amivel az atomok hely-
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13. dbra: Az imidazol-tioszemikarbazon molekulajanak
kétéstavolsagai A egységben

zetet hatarozzuk meg, igy kdnnyen tudunk pel-
daul kétéstavolsagot is szamolni. (13. abra) Az
abran latszik, hogy a kettds kotes helyen kisebb
a tavolsag. llletve lathato, hogy a ken nagyobb
elektronfelndje miatt, hiaba ketszeres a C=S
kotes, megis ez adja a legnagyobb kotestavol-
sagot.

Molekulak kozti kdolcsonhatasok

A konformacion kivul a molekulak kdzotti kol-
csénhatast is érdemes megvizsgalni. Ez eset-
ben a ket minta mindkét esetben nagyon ha-
sonlo tulajdonsagokat mutatott a sikon beldl.
Mind intramolekularis (molekulan beldli), mind
intermolkularis (molekulak kozotti) hirdogénkd-
tesek alakultak ki az imidazolgydrU nirtogénje és
alanc hidrogénje kozott. (14. abra) A molekulan
belUli hirdogenkdtes biztositja az dsszes mole-
kula azonos konformaciojat, hogy az az egyes
kotések menten nem fordul el.
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Eidrogén kit

Intermobehnbiris
hidrogénkiiés

14. abra: Imidazol-tioszemikarbazon molekulai kozti
kolcsbnhatasok

Osszefoglalas

Az egy hetes kutatomunkank célja az volt,
hogy vagy az imidazol-tioszemikarbazon, vagy
a drotaverin molekulajat kikristalyositasitsuk,
es a kristaly szerkezetet egykrsitaly-rontgen-
diffraktomeéterrel meghatarozzuk. Az imid-
azol-tioszemikarbazon molekulaval sikerult

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |

mindez. Ket mintat mertink meg, melybdl| ket
kulonbdzd szerkezetet kaptunk. Megallapithat-
tuk, hogy alassabban kristalyosodo oldoszer al-
kalmasabb volt, mert a kristalyoknak tobb idejuk
volt szabalyosan elrendez&dni. Mig a tul gyor-
san parolgo oldoszer eseten sokkal szabalyta-
lanabb szerkezetet kaptunk, a tullassan parolgd
olddszerbdl pedig nem lettek megfeleld krista-
lyok melyekkel méeréseket vegezhettink volna.
A szerkezetet meghatarozva és azt elemezve
megtudtuk a molekula konformaciojat, a kris-
taly aszimmetrikus egyseget, elemi cellgjat és a
molekulak kozotti kdlcsdnhatasokatis. Ezek se-
githetnek kovetkeztetéseket levonni a kristaly
kemiai es fizikai tulajdonsagairdlis. Ez visszafele
tud nagyon hasznos lenni, mikor megvannak a
kristaly kivant tulajdonsagai, és az egesz folya-
matot visszafele vegrehajtva elére tervezetten
jutunk el a megfeleld kristalyos anyagig.

Koszénetnyilvanitas

Vegul, de nem utolso sorban szeretnéenk ko-
szbnetet mondani témavezetdinknek, May
Noranak es Holczbauer Tamasnak, aldozatos
munkajukert es turelmukert, ahogy egy héten
keresztUl vezettek és segitettek munkankat.
Kdszonjuk a sok tudast, amit atadtak nekunk,
es, hogy bepillantast engedtek munkajukba.
Kdszoénjuk a tabor szervezdinek, Nagyne Be-
reczki Lauranak es Keszler Annanak a szerve-
zest, €s hogy reszt vehettink a taborban, es
egy felejthetetlen hetet tolthettink a T TK-ban.

15, abra: CsoportképUnk ;)
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Kutatocsoport:

Az AKI Kivancsi Kemikus Kutatotabor kere-
tein belul egy hetig dolgozhattunk a Terme-
szettudomanyi Kutatokdzpontban a ,,Poli-
mer gelek kemigja, kiserletek gumimacival es
tarsaival” cimu teman.

A polimerlancok olyan ériasmolekulak, ame-
lyek egyszerd molekulak, un. monomerek ko-
valens kodtéssel tortend dsszekapcsoloda-
saval jonnek létre. Ismert példa erre a sztirol
polimerizacidja. Az igy kepzddd polisztirolt
(PS) ételhorddk és az egyszer hasznalatos
poharak alapanyagakent hasznaljaa mlanya-
gipar. Masik ismert monomer a metil-me-
takrilat. Polimerje a polilmetil-metakrilat)
(PMMA), a plexi alapanyaga. Hangsulyozando,
hogy — ellentetben azzal, ahogy a kdztudat-
ban elterjedt — a polimerek nem egyenldek
a mUanyagokkal. A mUanyagok eléallitasahoz
az alapanyagként funkcionald polimereken
Kivul kulonbozd adalékokra is szUkseg van,
amelyekkel kedvezdbbé tehetjuk az anyagok
tulajdonsagait a felhasznalastol fuggden.

A polimereket sokféleképpen csoportosit-
hatjuk. Primer szerkezet szerint lehetnek ho-
mopolimerek, amelyek egyfele monomer-
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bél epulnek fel, illetve kopolimerek, amelyek
tobbfele monomerbdl allnak. Teérszerkeze-
tuket tekintve lehetnek linearisak (oldallanc
nélkuli hosszu molekulak), elagazd lancuak
(oldallancokat tartalmazd molekulak) és tér-
haldsak (gombolyagszerl molekulak, amely-
ben a lancok keresztkotd molekulakkal van-
nak &sszekodtve). A polimereket eléallithatjuk
poliaddicioval, ahol a monomerek a tdbbszd-
ros kdtések addicios reakcioi reven kapcso-
|6dnak &ssze, valamint polikondenzacioval,
ahol kis molekulak — altalaban viz vagy me-
tanol — kilépésevel egyestinek a monome-
rek. A poliaddicios reakciok ket fajtajaval, az
ionos (kationos, anionos) és a gyokos poli-
merizacioval kiserleteink, mereseink soran
behatobban is foglalkoztunk.

A polimerizacio tobb leépesbdl all, amelybdl
az elsé az inicialas. Az inicialas soran az ini-
ciator molekulak, amelyek gydkoket vagy io-
nokat biztositanak a reakcid elindulasahoz,
reagalnak a monomerrel. A gydkos inicialas
torténhet termikusan es UV-fénnyel is. Ter-
mikus iniciatorra pelda az azobiszizobutiro-
nitril (AIBN), amivel miis dolgoztunk (1.abra).
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1. abra: Az AIBN termikus bomlasa

Az iniciatorbol felszabaduld gydkok reagal-
nak egy-egy monomer kettds kotesevel egy-
re hosszabb gydkoket, azaz ndvekvd polimer
lancokat letrehozva. A folyamat utolso szaka-
sza alanczarodas. Ennek soran lanczard mo-
lekulak kapcsolddnak a lancok vegere, ezzel
megall a polimer ndvekedese.

Az egész heti munkank f6 célja az volt, hogy
megismerkedjunk a polimerekkel, illetve tu-
lajdonsagaikkal. A kiserletekkor kulonbézd
anyagokkal dolgoztunk, melyet témaveze-
ténk el6szoér bemutatott, jellemzett. Szam
szerint 16 polimert készitettink.

Elsé lepeskent megbeszeltik a kiserletek
menetét. Miutan a megfeleld elméleti tudast
elsajatitottuk, kiszamoltuk a bemeresi meny-
nyisegeket. A legtdbb esetben kuldnbdzd
aranyban alkalmaztuk a kulénféle monome-
reket, igy nagyon fontos volt, hogy ponto-
san szamoljunk. Mindezek utan nekilattunk a
gyakorlati munkanak. Mivel a polimerizaciot
sok minden befolyasolhatja (pl. oxigen, viz,
vagy egyéb szennyezdk jelenléte), ezért a
jobb eredmeény érdekében meg kell tisztitani
a komponenseket. A tetrahidrofurant (THF)
LiAIH,-rél desztillalva vizmentesitettlk, az
AIBN-t pedig atkristalyositassal tisztitottuk. A
monomereket mar tisztitott formaban kaptuk
meg. Legtdbb esetben igy nezett ki a polime-
rizacio €s annak eldkeszulete: Miutan minden
komponenst el6keszitettunk, nekilathattunk
a bemereseknek. A reagenseket halmazalla-
pottol fuggden mertuk be amegfeleld merte-
kegysegekben. Tobbek kozott hasznaltuk az
analitikai merleget, illetve az automata pipet-
tavalis megismerkedhettunk. Felemeld erzes
volt 10 milligrammokat bemerni. A szukseges
komponenseket egy ismert tdmegu 20 mL-
es mintartokba mertuk, amit ezt kovetden
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N, gazzal oxigenmentesitettiink, majd egy
megfelelé meéretl aluminiumbol készult fu-
téblokkban melegitettik 65 °C-on. Ezen a
hémersekleten az alkalmazott iniciator, az
AIBN, elbomlott, ezzel letrehozva molekulan-
kent ket gyokot. Par ora alatt el is készultek a
terhalok, amiket dssze is tudtunk hasonlitani
kulonfele tulajdonsaguk alapjan.

Az aldbbiakban felsoroljuk, hogy milyen poli-
merizacios kiserleteket vegeztunk:

1. ElsS korben azt vizsgaltuk meg, hogy mi
a kulénbseg a linearis és a terhalos polisztirol
Kozott. El6bbinel csakiniciatort és monomert
tartalmazott a reakcioelegy, mig utobbinal
keresztkotdkent divinilbbenzolt (DVB) is alkal-
maztunk.

2. A masodik kiserletsorozatban azt tanul-
manyoztuk, hogy milyen tulajdonsagu terha-
lokat kapunk, ha kulonbdzé molekulatdomegl
makromonomert (MPEGMA, olyan makro-
molekula, amely polimerizaciora képes ket-
tés kotéssel rendelkezik) kopolimerizalunk
metil-metakrilattal tetrahidrofuran oldoszer-
ben. Keresztk6tdnek EGDMA-t, iniciatornak
pedig AIBN-t alkalmaztunk.

3. Amasodik szamu kiserletsorozatot meg-
ismeteltuk oly moédon, hogy nem alkalmaz-
tunk oldoszert. Ezt azert tehettUk meg, mert
az iniciator és a kéepzddd polimer oldodott a
monomerben. Ezt nevezzuk tdombpolimeri-
zacionak.

4. A negyedik kisérletsorozatban a felhasz-
nalt monomerek ktlonbdztek, most

N-vinilpirrolidont (NVP), metakrilsavat (MA)
illetve sztirolt (St) polimerizaltunk, a makro-
monomert, iniciatort es a keresztkdtdt nem
valtoztattuk meg. Ezzel azt vizsgaltuk, hogy
monomer szerkezetetdl fuggden milyen ter-
halokat kapunk.

5. Megvizsgaltunk, hogy a makromonomer
(MPEGMA) és a monomer (MMA) egymas-
hoz viszonyitott aranya hogyan befolyasolja a
terhalo szerkezetet. A kdvetkezd sorozatban
az egymashoz viszonyitott aranyt is valtoz-
tattuk.

6. Legvegul pedig megtapasztalhattuk az
UV-inicialt polimerizacio sajatossagait.
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Az altalunk felhasznalt komponensek szer-
kezetiabraia 2. abran lathatoak:

o H=CH,
:}—E—D{cwl;cm
ior- Btirol
retalorlil {mPEJELAY 1. 2-divislibsncol [DVE] {84)
“ows Oeo
-C-0H
é’: HyC™" N
Modabrilses
(M) Hé°c
Hz
Hy Hovinil-pirrslidan (NWP)
,},:_g“ H’:ﬁc-g-o-cu,
Matil-metakrilin
.

2. abra: Felhasznalt anyagok

A tabor ideje alatt nem csak polimerizal-
tunk, hanem jellemeztuk is a kapott terhalo-
kat duzzadasvizsgalattal eés gel permeacios
kromatografiaval (GPC). Az elsd sorozatban
lathattuk, hogy mi a kulénbség a linearis és a
terhalos polisztirol kozott. Azt tapasztaltuk,
hogy a linearis polimer feloldodott THF-ben,
mig a terhalds polimer megduzzadt, az ere-
detitdmegenek haromszorosara.

Linearis PS5t
M, = 1850 g/mol
M,, = 7970 g/mol
PDI = 4,3

7500 15000 22500 30000 37500 45000
molekulatémeg (g/mol)

3. abra: A linearis polisztirol molekulatémegeloszlasa

A linearis polisztirol molekulatdmeg-elosz-
lasat GPC-vel (gélpermeacios kromatografia)
mertik meg (3. abra). Az elkendddtt csucs
mutatja, hogy az el&allitott polimert alkoto
polimerlancok hosszai nagyon elteréek vol-
tak.
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Ezutan Osszehasonlitottuk a  kuldnbdzd
lanchosszusagu MPEGMA-val készult terha-
|okat. Munkank soran 188 g/mol, 300 g/mol és
500 g/mol-os molekulatdmegl mPEGMA-val
dolgoztunk. Mivel a nagyobb molekulatbmeg
hosszabb lanchosszt jelent (egyre tobb eti-
len-glikol részt tartalmaz), igy az mPEGMA
lanchosszanak novelesevel varhatdan egyre
hidrofilebb lesz a vegtermek. Ezt a masodik
sorozatban szintetizalt polimerek igazoltak
is. Mar szemmel is lathato volt a kuldnbseg
a rugalmassagban. A lanchossz novekede-
sevel rugalmasabb lett a vegtermek. Duzza-
dasvizsgalattal pedig megallapitottuk, hogy
a hidrofil lanchossz névekedeseével a térha-
|6 jobban duzzadt vizben. Olyannyira, hogy
a leghidrofilebb makromonomer, az 500 g/
mol-os MPEGMA-val kopolimerizalt térha-
|6 mar az 6tddik percben szétduzzadt, majd
szetesett. A masik ket térhald duzzadasardl
keészUult grafikonon (4. abra) az lathatd, hogy a
300 g/mol molekulatomegl mPEGMA-val ko-
polimerizalt térhald duzzadasi foka 6tszorose
a 188 g/mol molekulatbmegli mPEGMA-val
kopolimerizalt térhald duzzadasi fokanak.
Valamint az is megallapithato, hogy 300 perc
utan all be a duzzadasi egyensuly a nagyobb
molekulatdmegl monomerrel kopolimerizalt
terhald esetében. A duzzadasi fokot az alabbi
képlet alapjan szamoltuk ki:

S = Mauzzadt — Mszaritott
d —

Mauzzadt

Ahol az mduzzadt az oldoszerben duzzadt
terhald tdmege, es az mszaritott pedig a sza-
raz terhalo tomege.

AKI Kivancsi kemikus 2022



30 -

25 4 . L ] L ]

20 .
£ B mMPEGMA[188)-ko-MMA
5l e ® mPEGMA(300)-ko-MMA

-
104g
. E ®E = u L]
0 100 200 300 400 500

Idé (perc)

4. abra: A kotérhalok duzzadasa vizben

A harmadik sorozatban bemutatott t&mb-
polimerizacid nagyon sikeres volt, a kon-
verzio mindharmunk esetében 90% felett
volt, vagyis a bemert monomer tdmegenek
90%-a polimerre alakult. Ezesetben is meg-
tapasztalhattuk, hogy ndétt a rugalmassag
a mMPEGMA molekulatdmeg novelésevel.
Veégul az utolso eldtti napon egy optikailag
teljesen tiszta térhalot allitottunk el 2,2-di-
metoxi-2-difenilacetofenon (DMPA) (5. abra,
bal oldaliabra) UV-iniciatorral. Akét monomer
a 2-hidroxi-etil-metakrilat (HEMA) (5. abra,
jobb oldali dbra) és az altalunk mar korabban
hasznalt EGDMA volt. Ahogy az 6. ébranis lat-
hato, optikailag tiszta és kelléen rugalmas lett
a térhalonk, aminek nagyon sok felhasznalasi
alkalmazasa lehet.

)
ocHs H2Csc_E-0-CHy-CH,-OH
HyC
2-hidroai-etil-metakrilit (HEMA)
2, Zod imnasinai-2 il
(DMPAY

5.abra: AZ UV inicialt polimerizaciohoz hasznalt kom-
ponensek

Osszeségében elmondhatjuk, hogy nagyon
sokat tanultunk a tabor ideje alatt, megta-
pasztalhattuk, hogy mi mindenre kell figyelnie
egy kutatonak. Koszénjuk szépen a téma-
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6. abra: Az UV-indukalt polimerizacio soran kapott
attetszé, rugalmas polimer

vezetdinknek, Klarinak és Aronnak mindazt,
amit abban az egy hetben kaptunk téluk. Va-
lamint szeretnénk kbszénetet mondani a ta-
bor szervezdinek, hogy ilyen fantasztikus egy
hetet tolthettink egyutt.
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Bevezetés

Ezen a nyaron abban a szerencseés helyzet-
ben voltunk, hogy kiprobalhattuk milyen iga-
zi feherkopenyes kutatonak lenni, az E6tvos
Lorand Kutatasi Halozat Termeszettudo-
manyi Kutatokdzpont ,AKI Kivancsi Kemikus”
nyari kutatotaboraban. Koszonjuk elsGsorban
témavezetdinknek és a Biomolekularis On-
rendezddes Kutatocsoportnak a lehetbse-
get és a boldog pillanatokat, valamint Wacha
Andrasnak és Nemeth Csabanak a SAXS és
az IR méresi modszerek ismerteteset, va-
lamint Gaal Anikonak a liposzomagyartasrol
sz0l0 dbraval valo hozzajarulasat.

A tabor egy hete alatt célunk az antimik-
robialis peptidek es az altalunk eldallitott
sejtmembran-mimetikumok  kdlcsdnhata-
sanak vizsgalata volt. A mi esetinkben ezek
a mimetikumok liposzomak voltak, amelyek
felépitése hasonld a sejtmembranhoz, és
az Osszeteteluk valtoztatasaval a bakterialis
vagy emlds sejtmembrant modellezhetjuk.

A liposzomak foszfolipidekbd! epulnek fol.
Ezekben az ,6riasmolekulakban” a zsirokhoz
hasonloan talalhatd egy glicerin, de azokkal
ellentétben a harom zsirsav molekula helyett
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ket zsirsav es egy foszfat csoport kapcsolo-
dik a glicerinhez. A két zsirsav hidrofdb, azaz
viztaszito, mig a foszfat csoport hidrofil, viz-
szeretd. A felépitésuknek kdszdnhetden te-
hat kialakul ket regio, a hosszu zsirsaviancok
altal alkott hidrofob ,1ab", és a foszforsavat
tartalmazo hidrofil fej" (1. &bra). Ezt a tulaj-
donsagot nevezzuk amfipatikussagnak.

g D poPc
P EC MO e
<]
_ Midwfilfe
2 9 o i
W&WDWD'T'GJV{*‘
2]

#“u’h#ﬁuf\_+fﬁufhwﬁmfﬂg Ha*

1. abra: Foszfolipidek felépitése

Hidrafdk lab

DOPG

A lipidek szerkezetuktdl fuggden vizes ol-
datban kulonbdzd aggregatumokat alakita-
nak ki annak érdekeben, hogy az adott ol-
doszert taszitd resz minél kisebb fellleten
erintkezzen vele. A legegyszeribb aggreg-
atum a micella amelynek belsejet a hidrofob
labak, kulsejét pedig a hidrofil fejek alkotjak (2.
abra). Kialakulhat tovabba kettds réteg, ha az
apolaris rész atmerdje kbzel azonos a polaros
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fejatmerdjevel, és ha ez a kettds réteg spon-
tan egy gomb felUletet alkotja, liposzomardl
beszéllnk (2. abra). Mig a micella k&zpont-
jat csak hidrofil Iabak alkotjak, és emiatt eleg
limitalt a mérete, a liposzéma lényegeében
egy .gombre felfektetett kettds reteg”, ami-
nek belsejében egy vizzel (puferrel) teli Ureg
van. A liposzomak a spontan énszervezddes
kovetkezteben tobbréteglek és valtozatos
meretlek. Az €l6 sejtek sejthartyaja is egy li-
pid kettosréteg.

Poldros kizeg

#potsros membranon bl terigl itte

Puhm’mun
m

2. abra: Lipidek rendezédése vizes kbzegben

A kulonféle lipid-aggregatumok felhaszna-
lasa valtozatos, pl. a micellakrol sokat lehet
hallani szepsegipari reklamokban, a liposzo-
makat tobbek kdzt gyogyszerek célbajutta-
tasara hasznaljak.

A munkafolyamat

A sejtmembran-mimetikumok kdélcsénha-
tas vizsgalatahoz eldszor eld kellet allitanunk
a liposzomainkat. Ket mintat készitettunk
DOPC (1,2-diolecil-foszfatidilkolin) sem-
leges toltést és DOPG (1,2-dioleoil-fosz-
fatidil-glicerin) negativ toltést lipidekbdl a
peptidekkel valo interakcioik kulénbsegeinek
medgfigyelésere (1. dbra). A két mintankbdl
az egyik 100% DOPC-t tartalmazott, ez leg-
jobban az eml&s sejthartyajara jellemzd, mig
a masik 80% DOPC-t, és 20% DOPG-t tar-
talmazott, ez pedig a bakterialis sejtmembra-
nokra jellemzé.

A lipideket leggyakrabban liofilizalva, azaz
fagyasztva szaritva szalltjak az ellatocegek.
Ennek egy hatranya, hogy idével felszivjak a
leveg® nedvessegtartalmat és Osszetapad-
nak, elfolydosodnak nehezitve a pontos be-
merest.

www.ttk.hu/aki/kutatotabor |

El6szor a foszfolipideket kimertuk analitikai
merleg hasznalataval (3A. abra). Ez a merleg
olyan érzekeny, hogy a laborajtd nyitogata-
sa is befolyasolja a meres pontossagat. Az
anyag higroszkoépossaga miatt fontos volt,
hogy minel kevesebb ideig maradjanak nyit-
va a liofilizalt lipideket tartalmazd Uvegek,
valamint alapszabaly volt, hogy a mar kivett
anyagot soha nem tesszuk vissza. Ezutan a
por allagy, kimert lipideket feloldottuk szer-
ves oldoszer: kloroform:metanol kevereke-
ben homogenizalasuk céljabol. Ezt kovetden
rotacios vakuumbeparlon elparologtattuk az
oldodszert (3B. abra). Annak érdekében, hogy
biztosan elparologjon az 6sszes oldodszer,
ejszakara beraktuk egy vakuum szaritoszek-
rénybe. Igy masnapra az edény aljan kialakult
egy lipidfilm.

3. abra: Lipidfilm el6éllitasa. Lipidek kimérése (A), szer-
ves oldoszer elpérolégtatasa (B)

Masnap a lipidek hidratalasa PBS (foszfat)
pufferoldattal tortént, de elétte a PBS-t at-
szUrtlk egy steril fecskend&szUrén (0.22 pm),
megszabadulva az esetleges szennyezdktdl
(kivalt sokristalyok). A lipidek a vizes kbzegben
jellemzden nagy kettds rétegeket hoznak let-
re.

A kovetkezd lépesek a kettds retegek fel-
bontasa, atrendezése és a liposzomak kiala-
kitasa volt. Ehhez a mintainkat egy magneses
keverdn 41.5°C-os vizfUrdében kevertettik,
majd vortex-el is homogenizaltuk, ezutan fo-
lyékony nitrogénben lefagyasztottuk (4. abra).
A hoétornaztatast, azaz felmelegitest-lehl-
tést tizszer vegeztik el, melynek soran nagy-
meretd, tobbrétegu liposzomak jottek letre.
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4. abra: L iposzoma készités f6 lépései

Mi viszont egyréetegul, un. unilamellas, ki-
sebb meéretl liposzomakat szerettink volna
eldallitani a méreéseinkhez. Ezért a kovetkezd
lépéstnk a mintak extrudaldsa volt (4. abra).
llyekor sUritett nitrogén hasznalataval egyre
kisebb porusmeretd szlrékdn nyomtuk at
a mintakat. Ennél a folyamatnal lehetnek a
legnagyobbak a vesztesegek, mivel a nitro-
geénaram erdssege a minta atnyomasa utan
konnyen kifujja a mintat az edenybdl. EIészor
400, majd 200 és legvegul 100 nanometeres
szUréket hasznaltunk. A szUrémembranok
olyan vekonyak voltak, hogy behelyezesuknel
vigyazni kellett, hogy ne szakadjanak el. Az
extrudalast mindenik minta esetében tizszer
kellett ismételni, hogy a leghomogénebb el-
oszlasu mintat kapjuk. Osszesen négy mintat
keészitettink, DOPC es DOPC/DOPG 6ssze-
tetellel, 200, illetve 100 nanometeres meret-
ben.
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Mérési modszerek, eredmények
Dinamikus fényszéras (DLS)

Elsé meérestnk a DLS, azaz dinamikus feny-
szoras meérés volt. Ez a technika a liposzo-
makrolvisszaverddd feny valtozo intenzitasat
meri. A liposzomak meretenek valtozasaval a
feny visszaverddesi mintazatai is valtoznak.
A merest elvegeztuk mind a negy extrudalt
mintaval, valamint az extrudalatlan DOPC-vel
es DOPC/DOPG-velis (5. abra).
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5. abra: Liposzdmak méreteloszlasa
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Az 5. abran az extrudalatlan és extrudalt
mintak kozti mereteloszlasi kuldnbsegek lat-
hatok. Az extrudalatlan mintaknak sokkal na-
gyobb a polidiszperzitasuk (kék gorbe), mivel
meg sok tébbretegl, nem azonos meretd li-
poszoma talalhato az oldatban. A zold és piros
gorbék a kulonb6zd porusatmerdn extrudalt
mintak méretét és méreteloszlast mutatjak.
Megallapithatjuk, hogy az extrudalas sikeres
volt, és az elvarasnak megfeleld liposzoma
mereteket tudtunk eléallitani.

Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A cirkularis dikroizmus spektroszkopia kulon-
bdzd polarizacioju féenysugarak elnyelédeése-
nek kuldnbseget vizsgalja egy optikailag aktiv
anyagban. A fény polarizacioja lehet linaris vagy
cirkularis. Itt két cirkularis, de ellenkezé (balra és
jobbra) polaritasu fénysugarral vizsgaljuk a min-
tat (6. abra). A bioldgiailag relevans molekulak
dontd tobbsege optikailag aktiv, ami azt jelenti,
hogy az oldatukon keresztulbocsatott ket pola-
rizalt fenysugar kulonbozd mertekben nyelddik
el. Optikailag aktivnak tekinthetlink egy mole-
kulat, ha tartalmaz aszimmetrikus szénatomot.

AKI Kivancsi kémikus 2022
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6. abra: Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A kutatotabor soran az LL-37 antimikrobialis
peptid kdlcsdnhatasat vizsgaltuk a kilonbdzd
Osszetétell liposzomakkal. Az antimikrobialis
peptidek altalaban révid, 15-20 aminosavbol
allnak, pozitiv toltéslek, eés az el6 szervezetek
a korokozok elleni védekezés céljabol hasz-
naljak. Az LL-37 egy 37 aminosav hosszu, +6
pozitiv toltessel rendelkezd antimikrobialis
peptid (7. abra), mely epithelialis sejtekben,
monocitakban, T-sejtekben talalhato. Anti-
mikrobialis hatasan kivdl, ismeretes antiviralis
(@ herpes simplex virus ellen) tulajdonsaga,
valamint szerepe van a sebgyogyulasban és
gatolja a biofilmek (baktériumok altal kepzett,
immunsejteknek nehezen elérhetd struktu-
rak) kialakulasat. Az antimikrobialis peptidek
kUlbnb6z6 mechanizmus szerint képesek
kolcsdnhatni a sejtmembrannal (7. abra),
melynek soran gyakran szerkezeti valtozast
szenvednek.

A 8A. abran az LL-37 peptid vizben és fosz-
fat pufferben felvett CD gorbéje lathato. A
peptid vizben rendezetlen szerkezete a fosz-

LL-37
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8. abra: [ -37 peptid CD spektrumaivizes kézegben (A)
és modellmembranok (B) jelenlétében

fat-ionok jelenlétében helikalis szerkezetet
vesz fel. A mérések utan a megfeleld oldo-
szer spektrumat mindig kivontuk a mintank
spektrumabol. A jobb oldali abran (8B. abra)
lathatjuk, hogy a tiszta DOPC és DOPG lipo-
szomak nem adnak jellegzetes jelet, gyakor-
latilag a foszfat puffer jelével egyeznek meg.
Az intenzivebb jelet akkor kapjuk, amikor a
pozitiv toltést LL-37 peptidet a negativ tol-
tésu lipidkomponenssel rendelkezé DOPC/
DOPG liposzomakhoz adjuk, ugyanis az ellen-
kezd toltéesek vonzasa egyben noveli a peptid
rendezettseget. Amikor a semleges toltesu
DOPC tartalmu liposzomakhoz keverjuk a
peptidet, Ugyszinten megfigyelhetd a rende-
zbdeés, csak kisebb mertékben. Tehat az LL-
37 antimikrobialis peptid a semleges toltesu
emlds sejtmembrant utanzo liposzomakhoz
gyengebben kotddik, mint a bakterialis sejt-
membrant modellezd negativ toltesu lipid-
komponenstis tartalmazo liposzémakhoz.

g e 2 ]

[ n_, ;Eirxuw i |

Drededdrned Mnoedal pong

Caepsst mesnoied
= ey wean lerup
oocoog | poooon i
Barnsl slave
RS 48 (i
¥ocoooad | Bossces
—— T
. [EMCIPTEDIa 0N
lar/Anioni
.:':I ::Cai : i 1
ar/Cationic ¥ & 3
I'E,‘-‘.n.'xil_w._-l_:,L 1 ) %’ _ﬂﬁ;—*_ﬂﬂ
G F'nlarfl.ln-:harged Nm.a:mg: n"'\l SO 1:JI_|;:_'1:_1-'_'-:-~|:-.\.'_wr:-
> dopotane R - B A oo
8 Nonpolar/Hydrophobic . <&.‘[-:Em CORCOCOBI0G  pan siaye insormadiaie
i aooige’ : XS0
Structurally special oorgthaogocco n
B CAd T ] ARG

7.abra: [ -37 peptid szerkezete és az antimikrobidlis peptidek lehetséges membran-asszociacios mechanizmusai
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Linearis dikroizmus spektroszkopia

A linearis dikroizmus spektroszkopia so-
ran a mintara ket, egymasra merdleges sik-
ban polarizalt fénykomponenst bocsatanak
es ezek elnyelése kozti kuldnbseget meri. A
mintat egy kvarc Couette cellaba helyezzuk,
majd ebbe egy keverémotorhoz kapcsolt
kvarcrudat helyezUnk. A meres soran a rudat
nehany ezer percenkenti fordulatszammal
porgetjuk, ezaltal a részecskek orientalod-
nak s igy a kulonbdzd vizsgalt molekulaknak
a membranhoz valo elhelyezkedeset tudjuk
merni. Ha a molekula a membran tetején he-
lyezkedik el, pozitiv jelet ad, mig a membran-
ba belell6 vegyuletek negativ LD jelet ered-
menyeznek. Harom vegyuletet vizsgaltunk,
melyeket LD probamolekulaknak (referencia
molekulaknak) is neveznek, ugyanis gyakran
hasznaljak ket a membranhoz kotdtt, vagy a
felszinen elhelyezkedd egyeb komponensek
orientaciojanak meghatarozasara. Megalla-
pitottuk, hogy a kurkumin (zéld spektrum) a
felszinen helyezkedik el, a retinsav (rozsaszin
spektrum) a membranban, mig a pirén (kék
spektrum) adott szdogben, szintén a memb-
ranban helyezkedik el (8. abra).

Osszefoglalas

A kutatotabor soran elsé lépeésben kulénbd-
70 &sszetételU liposzomakat allitottunk eld,
majd vizsgaltuk az LL-37 antimikrobialis pept-
id, valamint harom kismolekula kotddeset a
liposzomakhoz. Munkank soran megismer-
kedhettink szamos technikaval, mint peldaul
a cirkularis és linearis dikroizmus spektrosz-
kopiaval, a dinamikus féenyszorassal, tovabba
az infravords spektroszkopiaval és a kisszogu
rontgenszorassal.
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8. abra: Kurkumin, retinsav és pirén molekuldk LD
spektrumai DOPC/DOPG liposzomak jelenlétében (felsé
abra); a vizsgalt molekulak képlete és sematikus orienta-
ciojuk a membranhoz viszonyitva (also abrak)

9. abra: Csoportkép
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Kutatocsoport:

Célkitiizés

Kisérletink soran vordsversejt eredetl
extracellularis vezikulakat izolaltunk vermin-
takbol. Méréseinkben ezeket a mintakat jel-
lemeztlk reszecske-koncentracio, mere-
teloszlas, fehérje mennyiseg es hemoglobin
tartalom alapjan. A vizsgalatok kapcsan arra
voltunk kivancsiak, hogy a vezikulakepzddest
segitd kalcium-ionofdros indukalas idStarta-
ma hogyan befolyasolja a keletkezd extracel-
lularis vezikulak mennyisegéet és mindseget?

Extracellularis vezikulak

Az extracellularis vezikulak (EV-k) lipid ket-
tésréteggel hatarolt nanorészecskek. A szer-
vezet legtobb sejtje bocsat ki vezikulakat,
amelyek a sejtmembran leflzddésevel vagy
exocitozissal kerulnek az extracellularis térbe.
Szamos funkciot lathatnak el. Tobbek kozott
a sejtek kozdtti kommunikacioban vesznek
reszt, emellett a karos/felesleges anyagoktol
vald megszabadulas egyik lehetseges maodjat
is kepviselik. A kulonbozd testfolyadekokbdl,
pl. vérbdl, elvalaszthato (izolalhatd) extracel-
lularis vezikulak mennyisege es dsszetetele
fiziologias és patoldgias allapotban kilonbd-
zik, igy betegsegek kimutatasara is mod nyi-
lik. Emellett az extracellularis vezikulakat nem

Bioldgiai Nanokémia kutatocsoport Anyag- és Kérnyezetkémiai Intézet

csak az orvosi diagnosztikaban, hanem mint
biokompatibilis gyogyszerhordozok, kezelé-
sekbenis lehetne hasznositani.

A vezikulakat meretuk, illetve kelet-
kezésuk alapjan szoktak osztalyozni kis-, ko~
zepes-, llletve nagymeéretld extracellularis
vezikulakra (1. dbra). Az exoszomak altalaban
kismeéretl EV-k (<100-200 nm) a multiveziku-
laris test exocitozisaval jutnak ki az 6ket ter-
meld sejtbdl. A kdzepes méretd (200-1000
nm) vezikulak (mikrovezikulak, mikropartikulu-
mok) altalaban a plazma membran leflizédé-
sevel keletkeznek.

Extracellulins vezikulik

E%
. l I,}

i 000 ot
0
o

o

sknvilyessores wytl

ayagvd aliivall syt spoprot i amed o4

il

1. abra: Az extracellularis vezikulak (forras: Wernerné dr.
Sodar Barbara, Doktori értekezés, Semmelweis Egye-
tem, 2018)
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Kis méretuknek (altalaban 30 — 300 nm ko-
zOtti atmeérd) és sokféleséguknek kdszon-
hetben az extracellularis vezikulak izolalasa
komplex testfolyadekokbdl, valamint detek-
talasuk ésjellemzéstk nem egyszerl feladat.

Vorosveérsejt eredetii extracellularis ve-
zikulak

A csontvelében keletkezett fiatal vorosver-
sejtek meg bocsatanak ki exoszomakat, a
keringesbe kerul6 erett vorosversejtek azon-
ban mar sokkal egyszeribb intracellularis
szerkezettel rendelkeznek eés exoszomakat
sem termelnek. Az érett vordsversejtek dre-
gedésuk sorana membranjukrolleflzédessel
kozepes méretld EV-ket (mikrovezikulakat)
allitanak elé. Ez egy természetes folyamat,
mely in vivo (testben) és in vitro (tarolas so-
ran, példaul vérkészitményekben) is lejatszo-
dik. Ez utobbi tulajdonsag idealis referencia
anyagokka teszi a vorosversejteket in vitro
extracellularis vezikula termeltetesre, a klini-
kai és alapkutatas szamara.

Avorosversejtek vezikula termeltetese kalci-
um ionofdrral aktivalhato. llyen Cal(ll)-ionofor
peldaul az A23187 vegyulet, amely megnoveli
a sejtek permeabilitasat a ketertekd kationok
szamara, aminek kovetkeztében megnd az
intracellularis Ca®* szint. A megndvekedett
sejten beluli Ca?* koncentracié indukalja a vo-
rosversejtek vezikula termeléset.

Felhasznalt anyagok és modszerek

Oldatok (0,22 pm-es szlrén atszlrve):

*TBS puffer (10 mM TRIS (Trisz-(hidroxime-
til)-amino-metén), 150mM NaCl, pH 7,5)

+100 mM CaCl,

+500 mM EDTA x 4Na (etilén-diamin-tetra-
acetat tetranatrium-soja)

+PBS puffer (137 mM NaCl, 2,7 mM CaCl,
10mMNa,HPO,, 1,8 MM KH,PO,)

*A23187 (Calll) ionofor)

62 |

fal tlniN (L] ﬂomu&-‘hmm

D@ODDDO 0
cood@eolll

2. abra: Ca(ll) ionofor képlete (balra) és a Ca®* ionok plaz-
ma membranon keresztuli transzportjanak sematikus
abréja (jobbra)

Méretkizarasos kromatografia: 3,5 ml ke-
resztkotéses agaroz (kereskedelmineve: CL-
2B) toltetl gravitacios oszlop

Extracellularis vezikulak izolalasa Cal(ll)
ionofor indukcidval

A vorosversejt eredetl extracellularis vezi-
kulak (REV) izolalaséhoz 4 kémcsd veéral-
vadasgatlot (K3-EDTA) tartalmazd  vert
hasznaltunk fel (TUKEB etikai engedély sza-
ma: IV/701-3/2022/EKU). Ezeket atpipet-
taztuk 4db 15ml-es steril centrifugacsdbe,
majd 10 percig 200 x g-n centrifugaltuk. Igy a
centrifugacsé aljan letlepedtek a vorosverse-
jtek, felette a fehérvérsejtekbdl és verlemez-
kekbdl allo ugynevezett ,buffy coat”, legfelll
a sejtmentes plazma. Az utobbi két fazist
leszivtuk, nem hasznaltuk fel. A vorosveérse-
jteket TBS pufferrel haromszoros terfogatra
egeészitettuk ki, majd Nuve NF 800 R centri-
fugan 5x mostuk (paraméterek: 200 x g, 10
perc, 20 fok).
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3. abra: \brosversejt eredetli vezikulak izolalasa Ca(ll)
ionofdr indukcidval
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A23187 (Ca-ionofdr) tdémeény oldatat
5uM-osra higitottuk a kisérleti rendszerben,
majd hozzaadtuk a CaCl, oldatot (100mM),
hogy a vegkoncentracio 1mM legyen. Ezutan
kovetkezett az inkubacio 37 °C-on.

1.csé: 1 orainkubacio

2.cs6: 30 percinkubacio

3.csé: 15 percinkubacio

Az inkubacios idd letelte utan 5mM vegkon-
centracioban EDTA komplexaldszert adtunk a
csovekhez, ezzelledllitva a transzportot. Majd
centrifugalassal (200 x g, 10 perc) Ulepitettik
a vorosversejteket és a sejttormeléekeket. A
felGluszot 15ml-es Eppendorf-csévekbe at-
pipettazva Ujra centrifugaltuk (2500 x g, 15
perc). Ezt kbvetden minden minta fellluszo-
jat 4 db 2 ml-es Eppendorf csébe szétosz-
tottuk, majd ujbdl centrifugaltuk (16000 x g,
30 perc) ezzel kitlepitve a vezikulakat (pirosas
pellet formajaban az Eppendorf csévek aljan).
Ezutan a felUlUszot leszivtuk, a pelletet pedig
500 wl PBS pufferben felszuszpendaltuk.

Az extracellularis vezikulakat (REV) méret-
kizarasos kromatografiaval (SEC) megtiszti-
tottuk a vezikulaknal kisebb meretl szenny-
ez8ktdl (pl. oldott fehérjék). A keresztkotéses
agardz (CL-2B) toltettel rendelkezd grav-
itacios oszlopot PBS pufferrel 3x mostuk,
majd 200 ul mintat és 800 wl PBS puffert pi-
pettaztunk az oszlop tetejére. Ezt kdvetden
1 ml PBS pufferrel eludltuk egy 1,5 ml-es Ep-
pendorf csébe. A mintak k6zott 15 ml PBS
pufferrel mostuk az oszlopot.

4. abra: A vorosvérsejt eredetli vezikulak termeltetésé-
nek és izolalasanak lepesei
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Az extracellularis vezikulak jellemzése

Dinamikus fényszdéras mérés

A dinamikus fényszoras meres a nano-
meteres merettartomanyba esd részecskek
meretének és mereteloszlasanak elemzeés-
re alkalmas technika, ami a részecskek dif-
fuzion alapuld mozgasat meri egy lézerfeny
segitsegevel. A méreéseink elsddleges celja
az volt, hogy ellendrizzuk, sikerult-e az alkal-
mazott protokoll alapjan vordsvéersejtekbdl
extracellularis vezikuldkat termeltetnunk és
elvalasztanunk. A meérésekhez a mintainkat
PBS puffer oldattal 10x-es térfogatra higitot-
tuk. A rovid indukalas soran kapott mintank-
ban az atlagos vezikulameéret 170-175 nm-
esnek adodott, mig hosszabb indukalas
atlagosan kisebb méretl (150-160 nm) vezi-
kulakat eredményezett (5. abra).
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5. abra: \/6rosvérsejt eredetd extracelluléris vezikulak
atlagos hidrodinamikai atmeérdjenek meghatarozasa
dinamikus fényszdrasméréssel
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Mikrofluidikus ellenallas-impulzus mérés
(MRPS)

A mikrofluidikus ellenadllas-impulzus meéres
nanorészecskek atlagos atmerdjének (mére-
meghatarozasara alkalmas. Mérésunk soran
PBS-BSA oldatot keszitettink, majd egy 100
kDa-o0s szUrdn atszUrtuk. Ezzel a modositott
pufferoldattal higitottuk a mintainkat, majd
ismeételten atszUrttk egy 0,45 um-es fecs-
kend&szUrén. Ez utdbbira azért volt szukseg,
hogy elkeruljuk a méeres soran a mikrofluidikai
csatornak eltomddeset. Az eldkeszitett min-
takbol 5 pl-t pipettaztunk egy mikrofluidikai
mintatartora (C400-as cartridge). Mérése-
ket vegeztunk mind a vorosversejtek, mind a
vorosversejt eredetl extracellularis vezikulak
mereteloszlasaval és koncentracidjara vonat-
kozoan. Az mert adatok a 6. abran lathatoak.
A koncentraciora és a mereteloszlasra kapott
ertekeket az 1. tablazatban foglaltuk dssze.
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6. abra: A kiindulasi vérésversejtek és az indukalas
hatasara képzdddtt vordsversejt eredetd extracellula-
ris vezikulak mérése mikrofluidikus ellenallas-impulzus
meéréssel. A mérés eredményeképpen atlagos sejt- ill.
vezikula-atmeérd és koncentracio is meghatarozhatd
egyidejlileg. A felsd abran a vérésvérsejtekrdl az also
abran az izolalt vezikulakrdl mért adatok lathatoak.
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Koncentréci6 [részecske/ml] Atlagos 4tméré [nm]

RBC 7,88E+08 5496
15 min 2,06E+10 1314
30 min 1,77E+10 1479
60 min 2,09E+10 150,8

1 Tablazat: MRPS méréssel mért adatok ésszefoglaldsa

Hemoglobin tartalom mérése

Avorosversejt eredetl vezikulak tartalmaznak
hemoglobint, erre utal a mintak piros szine. A
pontos hemoglobin koncentracido meghataro-
zasahoz UV-lathato (UV-Vis) spektroszkdpiat
hasznaltunk. Az ultraibolya (10-350 nm) illetve
a lathato fény (350-780 nm) hatasara elektro-
nok gerjesztése kdvetkezhet be a mintaban.
Az abszorpcids spektrumban az oldat féenyel-
nyelését (abszorbanciajat) abrazoljuk a besu-
garzod fény energigjanak (hullamhosszanak)
fuggvényeben. A modszer mennyisegi meg-
hatarozasra kalibrald egyenes hasznalataval
alkalmazhato: liofilizalt hemoglobinbdl keészult
kalibracios oldatsorozatot keszitettunk, majd
300 es 700 nm kozott felvettuk az abszorpci-
0s spektrumokat. A spektrumok alapjan meg-
hataroztuk a maximalis hemoglobin elnyeléset
(414 nm), majd az abszorbancia értékeket a
koncentracio fuggvenyeben abrazoltuk. A ka-
librald egyenes segitsegevel meghataroztuk a
mintak hemoglobin tartalmat (7. abra).

Kalibricids egvenes

lenofiiros REV mintak hemoplobin tarialm
it

L
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7.abra: \orosvérsejt eredetl extracellularis vezikulak
hemoglobin tartalmanak mérése spektrofotometri-

as modszerrel. A felsé dbrdn a méréshez alkalmazott
kalibrald egyenes, az also abran az egyes mintakra kapott
hemoglobin értékek lathatoak
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Infravoros spektroszkopia (IR)

Az infravorods (IR) spektroszkopia alapja az
elektromagneses sugarzas (infravords fény) és
az anyag kolcsdnhatasa. Az infravoros fennyel
(a legkevésbe invaziv sugarzas, az élé sejtekre
es szovetekre semmilyen karos hatast nem fejt
ki) a molekulakban talalhato kotések és atom-
csoportok rezgesi atmenetei gerjeszthetdk; az
egyes atomcsoportok, illetve funkcids csopor-
tok rezgesi savjai j0l meghatarozott spektralis
tartomanyban jelentkeznek. A molekulakrol
keszult szinképeket és annak egyedi- és mo-
lekulaspecifikus savszerkezetét a molekulak
ujlenyomatanak tekinthetjuk. Biomolekularis
szinten a legkisebb molekulaszerkezeti valto-
zasok is detektalhatok megfeleléen erzekeny
IR spektroszkopiai technikaval.

Meréesunk lényege a vezikulak lipid, illetve fe-
hérje komponenseihez tartozé savok azono-
sitasa volt. 3ul mintat felcseppentettink egy
gyemant mintatartora, majd az oldoszer elpa-
rolgasa utan (szaradas) felvetttk a spektrumo-
kat. Mindharom minta esetében megjelennek
a PBS puffer szervetlen foszfat savjai, féként a
lipidekre jellemz& C-H rezgési savok (a lipidek
zsirsavlancaiban levé —CH, csoportok), s a fe-
héerjek peptid-kotéseire jellemzé amid | és amid
Il savok (9. abra).
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8. abra: Infravéros (IR) spektrumok (z61d: 15 perces in-
dukalas, kék: 30 perces indukalas, piros: 1 6ras indukalas)

A Lambert-Beer torveny alapjan a savinten-
zitas aranyos a mennyiseggel. Ha a fehérjek-
re, illetve lipidekre jellemzé savok intenzitasat
elosztjuk, egy olyan szamot kapunk, amely a
fehérje-lipid arany valtozasara utal a kilonbdzé
mintakban (2. tablazat).
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Extracellularis vezikula Lipid Fehérje  Fehérje/Lipid
15 perces indukalas 0,59 0,38 1,15

30 percesindukalas 0,67 0,70 1,045

1 6ras indukalas 1,35 121 0,90

2 Tablazat: Szamolt spektroszkdpiai fehérje-lipid aranyok
az egyes mintakra vonatkozoan

Osszefoglalas

Vorosveresijt eredetl extracellularis vezikula-
kat izolaltunk vérmintabol Calll) ionofdr indu-
kalassal, majd ezeket részletesen jellemeztuk.
Sokféle maddszert, muszert megismertunk,
betekintest nyertink a valos laboratoriumi
munkaba (10-11 abrak). A kilonbdzd meérési
maodszerekkel kapott eredmenyeket Ossze-
sitve elmondhato, hogy az indukalas idétarta-
matol fuggden kuldonbdzd mennyisegl és tu-
lajdonsagu vezikulak termelddtek. Az indukalas
idejével aranyosan nétt a keletkezett vezikulak
szama. Mindsegi valtozast is tapasztaltunk: ro-
vid indukalas utan nagyobb atlagos atmerdjd
vezikulakat detektaltunk. Kemiai 6sszetéeteluk
is valtozott: az indukalas idétartamanak néve-
lesével a vezikulak relativ lipid-tartalma is nétt.

Kdszonettel tartozunk temavezetdinknek,

Gaal Anikonak, llyes Kinganak, Bebesi Timea-
nak, Mihaly Judithnak és Varga Zoltannak (12.
abra), illetve a tabor szervezdinek, Nagyne Be-
reczki Lauranak es Keszler Anna Marianak.
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