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A hidrogén kotések szerepe az enzimkatalizisben

Kaslik Gyula
ELTE Biokémiai Tanszék, Budapest 1088 Puskin u. 3.

Az utébbi 2-3 évtizedben, kiszonhetGen egyrészt a szerkezetkutaté moédszereknek
~ (rontgen krisztallografia, NMR), masrészt a molekularis biolégidnak (klénozas, irdnyitott
mutagenezis), rendkiviil sokat fejlédott az enzimekrdl alkotott képiink. To6bb ezer fehérje
atomi szerkezete valt ismertté, koziiliik soknak szubsztrét- illetve valamilyen 4tmeneti 4llapot-
analéggal vagy az enzim egy inhibitordval képzett komplexének is meghatiroztdk a
szerkezetét. A legtébb enzimreakci6 tipus kinetikailag is jol karakterizalt, és sok esetben,
irdnyitott mutagenezis segitségével, az egyes aminosav oldallancok a katalizisben, illetve a
felismerésben betoltott szerepét is sikeriilt megéllapitani. Ezen tények ismeretében
ugyanakkor meglepd, hogy magat a katalizist, az aktivalasi energia csdkkentésének modjat, és
az ezzel szorosan Osszefliggé specifitast, szelektivitdst még mindig nem értjitk igazan. J6l
példazza ezt a hidrogén kotések katalizisben betoltott szerepe koriil kialakult vita (1-6). Az
enzim altal katalizalt reakcié atmeneti 4llapotanak szoros kotése jelentds szerepet jatszik az
aktivalasi energia csokkentésében. Cleland és Kreevoy (2,5) szerint azonban ez a szoros
kotés sok esetben nem lehet 6nmagéaban felelés a sokszor tekintélyes aktivalasi energia gat
lekiizdéséért, és gy vélik, hogy az atmeneti allapot stabilitisa részben a katalitikus reakcié
sordn kialakult erds, vagy mdis néven ,alacsony gatd’ hidrogén kotésnek (low-barrier
hidrogen bond, a tovabbiakban: LBHB) tulajdonithaté.  Tehat az enzim-szubsztrat
komplexben eredetileg gyenge (2.5-12.5 kca]/mol) hidrogén kotések, vagy azok egy része, az
enzimreakcié 4tmeneti 4llapotdban erds (12.5-24 kclal/mol) hidrogén kétéssé (LBHB)
alakulnak, igy stabilizdlva az 4tmeneti &llapot szerkezetét, s ily médon csokkentve az
aktivalési energiat.

Ezzel szemben Warshel és munkatérsal (4) Ggy vélekednek, hogy pusztin sztérikus
(van der Waals) és elektrosztatikai megfontoldsok alapjan is j6l magyarazhaté az atmeneti
allapot stabilizildsa, értelmezhetS az enzimkatalizis, és nincs sziikség az LBHB
kialakuldsanak feltételezésére, sGt, elvi megfontolasok alapjan, a reakcié soran képzddo
LBHB hatisa, destabilizdlva az ionos 4tmeneti 4llapotot, inkabb , antikatalitikus” sem mint
katalitikus.

Ez a vita is mutatja, hogy az enzimkatalizis elméleti hattere tovabbra is izgalmas
teriilete a biokémianak, illetve jelzi azt is, hogy az Oj eredmények tiikrében érdemes id6rdl-
id6re visszatérmi erre a fontos problémara. Ebben a dolgozatban a hidrogén kotések
enzimkatalizisben bet6ltott szerepével foglalkozom, és a taldn legalaposabban leirt és
jellemzett enzimcsalad, a szerin-proteindzok aktiv helyének a katalizisében szerepet jatszd
hidrogén kotéseit vizsgalom meg ebbdl a szempontbal.

A hidrogén kotések tipysai, avagy mi is az az LBHB?

A hidrogén kotéseket kotési energidjuk alapjan harom csoportba sorolhatjuk: (1)
gyenge, vagy konvencxonéhs (kotési energia: 2.4-12 kcal/mol) (1. abra A); (ii) erSs, vagy
malacsony gath” (LBHB) (12-24 kcal/mol) (1. abra B); nagyon er8s, vagy ,,gat nélkiili”
(single-well) (> 24 kcal/mol) hidrogén kétés (1. dbra C) (2,3).
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1. 4bra A hidrogén kétés potencidlis energia diagramja. A) gyenge hidrogén kétés; B) LBHB; C) nagyon
erds hidrogén kotés

Példak: gyenge hidrogén kotés van a viz
molekuldk koézott (kb. 5 kcal/mol; O-O
- kétés tavolsdg 2.8-3.0 A); erds hidrogén

o]

oy kétés (LBHB) alakul ki a hidrogén maleat
:@ iH két karboxil-csoportja kdzott DMSO-ban

~e=0 (29.8 kcal/mol)(2. dbra); mig nagyon er8s

0 hidrogén kotés talalhaté a hidrogén -di-

fluorid (FHF) molekula ionban (37
keal/mol; F-F kdtéstavolsag 2.26 A) (2,3)
2. abra A hidrogén maleit szerkezete.
A karboxil proton kémiai eltoldédésa 20.2 ppm

Az LBHB kialakulasanak feltételei a kovetkezdk: (i) a hidrogén kotésben résztvevd
heteroatomok tavolsiga kisebb, mint a van der Waals radiuszuk Osszege. Az O-H-O
rendszerek esetében <2.55 A, mig a bioldgiai rendszerekben gyakoribb O-H-N hidrogén kotés
esetében <2.65 A; (ii) a hidrogén 4ltal Ssszekotdtt két heteroatom proton affinitisa (pK,)
kézel azonos; (iii) poléros, protikus olddszer (pl. viz) nincs jelen (1,2,3). Az azonos
heteroatomok kozott (oxigén, nitrogén) kialakulé LBHB &ltaldban er6sebb, mint a kiilonboz6
heteroatomok kozott 1étrejott hidrogén kotés.

A hidrogén kotés erSsségének kozvetlen mérése fehérjékben nem megoldott, igy csak
kozvetetten, egyéb paraméterek ismeretében kovetkeztethetink a kotés erbsségére. A
hidrogén kotés erSssége €s a kotésben résztvevé heteroatomok tavolsiga, ahogy a fenti
adatokbol is kiolvashat6, j61 korreldl egymassal. A fehérjék rontgen krisztallografidval illetve
NMR spektroszképidval meghatarozott szerkezetének felbontasa azonban nem teszi lehetévé
a megkivant pontossigh heteroatom tavolsig meghatirozasat, ezért az LBHB azonositisara
annak egyéb jellegzetes tulajdonsagait hasznaljak:

(i) LBHB-ban a hidrogén kiilonleges kémiai kornyezetben van, igy a protonnak
sajatsagos, un. low-field kémiai eltolédasa van az NMR spektrumban (6~16-20 ppm)
(3);

(ii) a deutérium a legtdbb esetben a gyenge hidrogén kotésétdl jellegzetesen eltérd
izotdp effektust produkal az IR nywjtasi frekvenciara (v g/vap), illetve az NMR kémiai
eltolédasra (A|8g-6p] ~ 0.5-0. 9) (ami azt mutatja, hogy a hidrogén és a deutérium mas-
mds kémiai kdrnyezetet ,,érez” ugyanabban a kdtésben, és pl. a deutérium kisebb kémiai
eltoléddsa jelzi, hogy az 4ltala kialakitott hidrogén kotés gyengébb, kevésbé LBHB
jellegli, a két heteroatom kozdtti potencialis energiaght magasabb, mint a hidrogén
esetében (lasd 1. abra)) (3);

(iii) az P-H + S-D <> P-D + S-H egyensiily (ahol S az oldészert, P a fehérjét, illetve H
és D a hidrogént illetve a deutériumot reprezentlja), egyensilyi 4llandéja, az tn.
megoszlasi hanyados, ,,D/H fractionation factor” (¢), mely kis molekulédkban eléfordulé
er6s hidrogén kotés esetében 1-nél jelentSsen kisebbnek adddott (¢ < 0.6) (3,7,8). Ha
peldaul 50-50% H,0-D,0 olddészer elegyben vizsgilunk egy, az oldészerrel
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egyensalyba keriilt fehérjét, akkor tobb, mint 62.5%-ban kell hidrogént, és ennek
megfelel6en kevesebb, mint 37.5%-ban kell deutériumot tartalmaznia az adott kotésnek
ahhoz, hogy azt LBHB-nak tekinthessiik.

A D/H megoszlasi hanyados (@), mint a hidrogén kotés er8sségével jol korrelald
paraméter, érdekes és fontos informacidval szolgédlhat a fehérjék szerkezetér6l, stabilitasarol
1s. A Staphylococcus nukledzban peptid gerinc amid protonokra mért D/H megoszlasi
hanyados (@) példaul 0.3 és 1.8 értékek kozé esik, és mig az atlag ¢ a fehérje feliiletén kb.
1.0, addig az egész fehérjére mért atlag kb. 0.8, jelezve, hogy az intramolekularis hidrogén
kotések erdsebbek a fehérjében, mint a fehérje és az olddszer k6zott kialakult hidrogén
kotések, és, hogy az intramolekuldris hidrogén kotés rendszer fontos stabilizald tényezd a
nativ fehérjében (9). A legkisebb ¢ értékek (¢=0.3-0.6) azokra az amidokra adédtak,
amelyek hidrogén kotés donorok Asp vagy Glu aminosavak oldallanc karboxiljaival szemben.
Az egyik ilyen hidrogén kotés a Thr120-Asp77 (9=0.3) aminosavak koz6tt alakul ki. Ez a
hidrogén ko6tés, mint azt irAnyitott mutagenezissel igazoltik, rendkiviil fontos, mondhatni
kritikus a fehérje stabilitisdnak szempontjabol, és donté szerepet jatszhat abban is, hogy a
fehérje alacsony pH-an (pH<S5), ahol az Asp77 oldallanca protonélt, nem stabil (10).

Az LBHB és az enzimKkatalizis

Szamos enzim Aaltal katalizalt folyamatban az enzim valamely bazikus csoportja
protont vesz at egy gyengébb, sok esetben tobb (akdr 23!) nagysigrenddel kisebb savi
disszociaciés allandéju (pK,) savtdl. A biokémikusokat régoéta foglalkoztatja ez a taliny és a
hozzékapcsol6dé kérdés, hogy az enzim hogyan képes ezt a folyamatot elésegiteni, hogyan
stabilizalja a nagy energidju 4tmeneti allapotot, melyben a gyengébb sav protonal egy tobb
nagyséagrenddel erésebb savat.

Vegyiink egy példat: a malat (almasav)
3R protonjat (C-H, pK,>30) a fumariz

R-CH,-CO0- —= R-CH =c:0_ + H enzim egyik oldallinc karboxil csoportja

0. veszi at, melynek pK,-ja a szubsztrat

jelenlétében kb. 7 (3. 4dbra) (11).
3. abra

A pK, killonbség az enzim-szubsztrat komplexben a donor és az akceptor csoport kozott
lathatéan tobb, mint 23 egység. Ez pedig azt jelenti, hogy a C-H sav pK,-ja legalabb 23
egységet kell, hogy csékkenjen ahhoz, hogy protonalni tudja a karboxilatot. Ez hozzéavetGleg
31 kcal/mol energia befektetése aran valosulhat meg. A kérdés tehat az, hogy az enzim mibél
képes fedezni ezt a kb. 31 kcal/mol energiat.

Els6 kozelitésben az atmeneti allapot szoros kotését érdemes megvizsgilni.
Kétségtelen, hogy az 4tmeneti 4llapot szoros kotése, stabilizdlisa nagyban hozzajarul az
aktivalasi energia csokkentéséhez. Az atmeneti allapot analdgok ellen termeltetett, katalitikus
aktivitissal rendelkez8 antitestek meggySzGen igazoljak ezt az elképzelést, hiszen az antitest
atmeneti allapottal kemplementer felszine enzimként viselkedik és az adott 4tmeneti allapot
analdgnak megfeleld reakciét katalizal gy, hogy kozben Michaelis-Menten kinetikat kovet.
Tovébbra is kérdés azonban, hogy mekkora a szoros kétés hozzajarulasa az aktivalési energia
gat lekiizdéséhez, mert igaz ugyan, hogy a katalitikus antitestek enzimként viselkednek, és
nagy affinitassal kétik az atmeneti allapot analégokat, de tény, hogy messze nem érik el az
enzimszerd aktivitast.

Visszatérve az el6z8 példankhoz, az

o . oH oH - atmeneti allapot analdg 3-nitro-laktat szo-
o \~CH-CH=C00~  70,C-CH, ~CH~-C00 rosan k6t8dik a fumarézhoz, kb. 900-szor

jobban, mint a malat (4. abra) (3,12)

K,=27aM K, =24uM

4. abra
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A szubsztrat (K,) és az atmeneti 4llapot analog inhibitorok (Kj) kotési allandSinak
ardnyét figyelembe véve (mint lattuk 900 a malat és anal6gja esetében, és pl. 72 000 az
izocitrét ill. nitro analégja esetében) Cleland és Kreevoy tgy véli (2,5), hogy az atmeneti
allapot a szubsztraténél jobb sztérikus kdtésének csak részbeni (a fumaraz esetében legfeljebb
6 kcal/mol) hozzijarulisa lehet az &tmeneti allapot stabilizilasahoz, és a fennmaradé
(esetiinkben 25 kcal/mol) energia nem magyardzhaté mésként, mint az eredetileg gyenge
hidrogén kdtések reakcid kozbeni erés hidrogén kotéssé, LBHB-v4 alakuldsaval. Igy tehat a
stabilizacidhoz még hidnyzé (pl. a 25 kcal/mol) energiat, vagy legalabbis annak jelentGs
részét az LBHB-k és a gyenge hidrogén kotések energia kiilonbsége fedezné. Ez a modell
elszamol az aktivalasi energia gat lekiizdéséhez sziikséges energia forrasaival, és az atmeneti
&llapot szoros kotése mellett az LBHB reakci6 kozben torténd kialakulasat is feltételezi.

Cleland és Kreevoy és masok (1-3,5,6) véleménye szerint az LBHB reakcié kdzben
torténG kialakuldsa tovabbi enzimek mikodésére is magyardzatul szolgal: keto-szteroid
izomeraz, tridz-foszfat izomeraz, citrat szintéz, karboxipeptidaz, szerin-proteinazok, stb.

A dolgozat tovabbi részében a szerin-proteinizok katalizisével, és az abban szerepet
jatsz6 hidrogén kotésekkel, ezen belill az LBHB kialakuldsinak lehetségével és szerepével

foglalkozom.
A hidrogén kotések és az enzimkatalizis. A szerin-proteinazok.

Az 818 szervezetekben a peptidkotés hidrolizisét proteinazok végzik. A peptidkotés
spontin hidroliziséhez tartoz6 moléris szabadenergia valtozas még neutrdlis pH-n is negativ
(pl. egy Gly-Gly esetében AG® = -2.3 kcal/mol), ugyanakkor a reakcié felezési ideje .
rendkivill nagy, kb. hét év (13). A reakciénak termodinamikai gatja tehat nincs, de a
peptidkotés allil-anion tipust konjugicidja (stabilizaciés energia kb. 20 kcal/mol), mint az a
felezési 1d6b8l is latszik, tetemes kinetikai gatat emel a reakcié elé. A proteindzok, mint a
peptidkotés hidrolizisét katalizalé enzimek, feladata igy nem mds, mint csokkenteni a
folyamat tetemes aktivalasi energiajat, stabilizdlni a nagy energidji, konjugiciét nem
tartalmaz6 atmeneti allapotot, ily médon megnyitva az utat a szabadenergia csdkkenése el6tt.
Miel6tt azonban ratéménk a stabilizacié mikéntjének targyaldséra, tekintsitk 4t roviden a
szerin-proteinazok mikodését, katalizisik mechanizmusat.

A szerin-proteindzok katalitikus egysége harom, a peptidkotés hasitasiban szorosan
egyiittmiik6dé aminosavbél, az in. katalitikus triadbol all: Ser195-His57-Asp102 (szdmozas a
kimotripszinben elfoglalt pozicié szerint). A katalitikus tridd konformécidja illetve
konfiguriciéja minden ez iddig meghatirozott térszerkezetdi szerin-proteinizban nagyon
hasonlonak mutatkozott. Ez a szerkezeti konzervativizmus érvényes a szerin-proteinazok
prokariétakban el6forduld szubtilizin csalddjara is, amely primer és tercier struktarajat
tekintve 1s 6nallé csalddot alkot, homologiat nem mutat az eukariétakra jellemz8 kimotripszin
csaladdal.  Tehat két kiilonbozé evoliciés 0t is ugyanahhoz a funkciondlisan aktiv
struktirdhoz vezetett (konvergens evolicié), ami arra enged kovetkeztetni, hogy csak
korlatozott szamn fehérje konformacidé alkalmas a peptidkotés hidrolizisének 6sszetett
feladatat végrehajtani. Itt érdemes megemliteni, hogy a human citomegalovirus proteiniz,
amely egy szerin-proteindz, térszerkezete szintén hasonlé katalitikus tridd elrendezést mutat,
de rendkiviil érdekes modon a katalitikus aszparaginsav helyett egy hisztidint tartalmaz. A
katalitikus triad tehat az ismert Ser-His-Asp helyett Ser-His-His szerkezeti (14-16).

A szerin-proteindzok katalitikus triddja egyidejileg biztositja az enzimatikus
hidrolizishez sziikséges nukleofil timadast (Ser195) és az elektrofil protonalast (His57),
vagyis un. altaldnos sav-bézis katalizist valdosit meg. Tovéabbi jellemz8je a reakciénak, hogy
keét 1épésben jatszodik le: az elsd 1épésben létrejon egy kovalens enzim-szubsztrat intermedier,
az acil-enzim, ami a reakcié masodik 1épésében egy katalitikus viz molekula segitségével
bomlik el:
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5. abra

Az acilalasi reakcié elsé 1épésében a Ser195-O" nukleofil tAmadast intéz a szubsztrat
peptidkodtésének szén atomjdra, aminek eredményeképpen kialakul a rendkiviil rovid életd,
negativ toltést, tetraéderes intermedier (vagy atmeneti allapot (?)), mikdzben a Ser195-O'-H
protonalja a His57-N°-t. A tetraéderes format a Ser195 és Gly193 amid protonok alkotta n.
oxianion ,iireg~ (oxyanion-hole) stabilizdlja, két hidrogén kotést kialakitva a szubsztrat
negativ t6ltést hordozé oxigén atomjaval. A reakcidé kovetkezd 1épésében a pozitiv toltésid
imidazol oldalldnc 4tadja protonjét a szubsztrat hasitandé peptidkotésének N atomjanak, ezzel
eldsegitve a tetraéderes forma tovabbalakulasét, a peptidkGtés bomlasat. Kialakul a kovalens
enzim-szubsztrat komplex, az acil-enzim. A tdvozd csoport (leaving group) eldiffundal az
enzim feliiletérGl, s a helyét egy viz molekula foglalja el.

0 ;"\ /
H .o - N P
et ) =
Y N\
M R,
H,0
IZ. Acyl enzyme X.Telrghedrol infermediate

XI. Enzyme Produc! complex

6. abra

A katalitikus viz molekula hidrogén kotést 1étesit a hisztidin imidazol oldallancdnak N*
atomjaval, és nukleofil tdmadast intéz az acil-enzim karbonil szénatomjira. Kialakul a
méasodik tetraéderes forma, ami, hasonlbéan az acilalasi 1épéshez, a katalitikus hisztidint&l
kapott proton hatasara alakul tovabb, elhasad az enzim és a szubsztrat kozott kialakult
kovalens kotés, majd a termék eltdvozik az aktiv, regenerdlodott enzim feliletérdl (6. abra).
~ Els8 kozelitésben tebdt a tridd elemeinek szerepe a kovetkez8: a Ser195 B-OH
csoportja maga a nukleofil reagens; a His57 imidazol gytrije egyrészt pozicionélja a vele
hidrogén kotésben levd nukleofil B-OH csoportot, illetve készen 4ll arra, hogy atvegye tGle a
protont, majd pedig atadja azt a szubsztratnak; az Aspl02 megfeleld konforméciéban
stabilizlja az imidazol gyifriit, hogy az el tudja latni a proton transzferben betoltott szerepét.
Mind az acilalasi, mind a deacilalasi 1épés magaban foglalja a tetraéderes komplex
képzGdését. A tetraéderes format, melyben megsziinik a peptidkdtés konjugacidja, ez idaig
nem sikeriilt kimutatni (,,becsapdézni”), és kdzvetlen médon tanulmanyozni. Ez a forma
tehit mindenképpen egy rovid élettartami, s igy nagy energidji intermedier, s6t, egyes
vélemények szerint esetleg maga az atmeneti allapot. Akarhogyan is van, a tetraéderes
komplexnek szerkezetileg, kémiailag sokkal kozelebb kell allnia a reakci6 atmeneti
allapotdhoz, mint a Michaelis komplexnek. Az Atmeneti allapot stabilitasanak
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tanulményozésakor, els§ kozelitésben, tehat a tetraéderes komplexben fellelhetd stabilizalo
effektusokat érdemes szemiigyre venniink.

Az elektrosztatikus és a sztérikus effeltus.

A tetraéderes komplex stabilizalasdban fontos szerepet jatszhat a -+- toltés eloszlas,
azaz az elektrosztatikus effektus. Warshel és munkatérsai szerint a negativ Asp102- pozitiv
His57- negativ oxianion elrendezGdés elekrosztatikusan stabilizélja az utobbin, azaz az
4tmeneti 4llapoton jelentkezd negativ toltést (4,17). Szamitdsaik szerint az elektrosztatikus
stabilizAcié elegendS magyarézattal szolgil az aktivildsi energia lekiizdésére. Ennek
megfelelSen az Asp102, til a His57 aktiv konforméciéjanak r6gzitésén, az atmeneti llapot
elektrosztatikus stabiliz4lasdban is fontos szerepet jatszik. Nem meglepd tehat, hogy az
Aspl02-t irdnyitott mutagenezissel Asn-re (tripszin) (18) vagy Ala-ra (szubtilizin) (19)
cserélve a katalitikus aktivitds 4-5 nagysigrenddel csokken a nativ proteindzéhoz képest.
Meg kell azonban jegyezniink, hogy ezeknek a muticidknak a hatdsa nem feltétleniil az
Aspl102 elektrosztatikus stabilizdciban betdltott szerepét igazolja, hiszen hatdssal vannak a

His57 konformAaci6jara is, mint azt a tripszin Aspl02Asn mutans esetében a kristalyszerkezet

mutatja: az Asn102 hidrogén kotésben van ugyan a HisS7-tel, de azt a tautomer, inaktiv
forméjaban stabilizAlja, melyben az imidazol gyiiri N° atomja protonalt, mig az N° atom
hidrogén kétés akceptor az Asnl02 B-amidjival szemben. Ez a tautomer forma inaktiv,
hiszen a protonalt HisS7N°® atomja nem tudja 4tvenni a protont a Ser195 hidroxil csoportjatél,
vagyis nem miikddhet a bazis katalizis, s igy a sav katalizis sem.

Erdekes kérdés tovabb4, hogy milyen elektrosztatikus stabilizaciéval kell szamolnunk
a humén citomegalovirus proteinaz &ltal katalizalt reakci6 dtmeneti llapotéban, mely szerin-
proteindz katalitikus triddjdban az aszparaginsav helyett hisztidin tal4lhaté. Az atmeneti
allapotban az Asp negativ toltésének megfeleld stabilizacié ugye nem johet szamitasba, de
esetleg fontos tényezd lehet az aktiv hely kornyezetének elektrosztatikus hatasa.

A sztérikus effektus vizsgélatdhoz szitkség van egy atmeneti allapot analdg inhibitor
K;-jének, és a megfelel szubsztrat K, -jének (Ks) Osszevetésére, hiszen minket az érdekel,
hogy az atmeneti allapot mennyivel jobban k6t8dik az enzimhez, mint a szubsztrit. Az
atmeneti allapot inhibitorok szerkezetileg a metastabil tetraéderes komplexre hasonlitanak, s
kozilik is a borsav szarmazékok és a peptid aldehid inhibitorok tekinthet6k az atmeneti
allapothoz szerkezetileg legkozelebb all6 modellnek. Van azonban egy 1ényeges kiilonbség e
két inhibitor tipus kozott: az aldehidek egy hemiacetd] adduktot képeznek a katalitikus
szerinnel, mely t6ltést nem hordoz, mig a bérsav szarmazékok az atmeneti allapothoz
hasonléan negativ toltést hordoznak a proteindzzal képzett komplexiikben. Ugy tiinik tehat,
hogy a bérsav szarmazékok, kiilondsen a peptid boronéatok jobb atmeneti allapot analégok az
aldehideknél illetve a hemiacetdloknil. Meg kell azonban jegyezniink, hogy a komplexben a
negativ t6ltés a bér atomon helyezkedik el, mig az dtmeneti 4llapotban a karbonil oxigén
hordozza azt. Egyes peptid boronatok annyira hatékony gatloszerek, hogy a K;-jitk a nM-os
tartomanyba esik. Ilyen potens tripszin inhibitor példaul a Boc-Ala-Val-Lys-boronat,
melynek K;-je 7 aM (20). A kotési szabad energia AG;,"= -11.4 kcal/mol, s figyelembe véve,
hogy az inhibitornak megfelel§ szubsztrat (pl. Boc-Ala-Val-Lys-AMC) K, -je a 10-100 pM-
os tartoményba esik (tehdt kb. 10°-szer szorosabb az inhibitor kétédése; AGSx -5-6
kcal/mol), a kotési szabad energiabdl jelent6s mennyiség, kb. 5-6 kcal/mol forditédik az
atmeneti 4llapot stabilizalasira (AG;"-AGs"). Ha azonban jobban belegondolunk, akkor
nyilvanvaléva valik, hogy a stabiliz4ci6s energidba, a sztérikus effektuson tal, beleszamoltuk
az elektrosztatikus stabilizaci6t is, s6t az inhibitor és az enzim kozott kialakult kovalens kétés
kotési energidjdnak hozzjarulasat is. Hiszen a borat-enzim komplex nemcsak térbeli
elrendezédését tekintve, hanem toltésviszonyait és kotésrendszerét illetSen is hasonlit az
atmeneti allapothoz (kovalensen k6t6dik az aktiv szerinhez). Ez a példa is jol illusztralja,
hogy nehéz az egyes stabilizacios effektusokat szétvalasztani, és kulon-kulon vizsgalni.
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Hidrogén kotések 1. Az Aspl02-His57 diad, az LBHB szerepe.

Az elektrosztatikus és sztérikus effektusokon til az erés (LBHB) hidrogén kotések
kialakul4sanak is fontos szerepe lehet a szerin-proteinazok katalizisében (1-3,5,6). Frey és
munkatarsai ugy vélik, hogy az Aspl02 és a His57 kozott, a reakcié atmeneti allapotaban
kialakulé LBHB jelentGs szerepet jatszik az aktivalasi energia csokkentésében, azaz a reakcid
sebességének novelésében, a katalizisben (3,6). Mint lattuk, a szerin-proteinazok katalizélta
peptidktés hidrolizis atmeneti &llapotaban a His57 protonélt, pozitiv toltésti, mig az Asp102
negativ toltést hordoz. Igy, elsd kozelitésben, az 4tmeneti allapot Aspl02(-)His57(+)
diadjanak modellezésére egyszeriien az alacsony, a His57 pKa-ja (kb. 6-7) alatti pH-4n,
példaul 3.5-es pH-4n oldott enzim szolgalhat.

ElSszor vizsgaljuk meg ezt a diadot, és vegyiik sorra azokat az eredményeket, melyek
alatimasztjdk az LBHB kialakulasit. Ezt kovetGen pedig az LBHB-vel szemben tamasztott
kovetelményeket tekintsiik at, és azt, hogy mennyiben felel meg ezeknek a kévetelményeknek
az Aspl02 és a His57 koz6tt az atmeneti allapotban meglévé hidrogén kotés.

(i) A kémiai eltolodas. A szerin-proteinazok, s6t zimogénjeik NMR spektrumaban is
talalhat6 egy, a tobbi protonétdl jol elkiiloniilt jel az Gn. low-field régiéban, mely proton
kémiai eltolodasa (8g)
pH 9-en (neutralis His57-negativ Asp102) kb. 15 ppm;
pH 3.5-en (pozitiv His57-negativ Asp102) kb. 18 ppm;
és pH 1-en (pozitiv His57-neutralis Asp102) szintén kb. 18 ppm (8) (7. abra).

1 1 1 1 A 1 1
19.0 18.0 17.0 16.0 150 14.0 13.0
chemical shift 3(ppm)

7. abra Klmotnpszmogcn NMR spektruminak low-field renga pH 9-en, pH 3.5-en és pH.1l-en. (2mM
kimotripszinogén, T = 1 °C, H,0O-ban)

Azonositva ezt a proton jelet kideriilt, hogy az nem més, mint a His57N° atomhoz
k6t6d6 hidrogén, azaz az a hidrogén, ami a His57 és az Aspl02 kozotti hidrogén kotést
alkotja. Ez a proton mindenképpen kiilonleges kdrnyezetben kell, hogy legyen, hiszen az
imidazol illetve az imidazélium ion kémiai eltoléd4dsa CDCl,-ban ,minddssze” 11.4 illetve
12.2 ppm-nek adédik (3,21). Kis molekulakban eléfordulé LBHB-k NMR spektroszkoépiai
tanu]mz’myozésa azt mutatja, hogy az LBI-IB ben levd hidrogén a spekh’um low-ﬁeld

eltolodas (18 ppm) tehat arra utal, hogy a protonalt His57 és az Asp102 kozott erés hidrogén
kotés, LBHB alakul ki. Ez a low-field proton jel az atmeneti allapot analég peptid-boronat
inhibitorokkal képzett komplexekben is megtalalhaté (22), jelezve egyrészt, hogy az alacsony
pH-an tanulmanyozott enzim ebbdl a szempontbol j6 modelljeként szolgalt az atmeneti
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allapotnak, mésrészt pedig hogy az 4tmeneti allapotban is megtorténik a His57 protonalodasa
soran az LBHB kialakulasa.

Hasonlé6 N""HO, imidazol-karboxil hidrogén kotés

alakul ki a cisz urokansavban is (8. 4abra). E modell

tarHm A
07 "NZLNH . Yy e 1z
o — molekulaban a kérdéses proton kémiai eltol6dasa szerves
=/ olddszerben 17.4 ppm, Osszhangban a hidrogén kotés
cis-Urocanic acid LBHB jellegével. A molekula transz izomere NMR
8. abra spektrumdban azonban nem jelenik meg a low-field

proton jel, dsszhangban azzal, hogy a transz izomerben nem alakulhat ki hidrogén kétés a
karboxil- és az imidazol-csoportok kozott (3).

Kis molekuldk esetében korrelacié figyelhetd meg a hidrogén kotésben levé protonok
kémiai eltolédasa és a hidrogén kotés erSssége kozott (23). Figyelemre mélto, és 6vatossagra
int azonban, hogy kimotripszinogénben a hisztidin N-H* protonja ugyanakkora kémiai
eltolédast mutat pH 3.5-6n és pH 1-en (protonalt, neutralis Asp102), annak ellenére, hogy
mind a D/H megoszlasi hanyados (0.4 illetve 1.4), mind pedig az old6szerrel szembeni proton
kicserélédés aktivalasi entalpidja (11.9 illetve ~ 0 kcal/mol) arra utal, hogy a hidrogén kotés
energidja csokkent, a kotés gyengilt az alacsonyabb pH-n (8). Tehat komplex
makromolekuldk esetében valOszintileg nem varhatunk egyszeri Osszefiiggést a kémiai
eltolddas és a hidrogén ko6tés energiaja kozott.

Tovabbi meglepd tulajdonsadga a His57 N-H® protonnak, hogy rendkiviil nagy az
oldészerrel szembeni proton kicserélédés sebessége, vagyis alacsony a védettségi tényezdje,
az n. ,protection factor’-a. Ez tobb nagysigrenddel kisebb, mint a temetett, old6szer
szdméara hozza nem férheté vz amid protonoké, annak ellenére, hogy az Asp102-His57 diad
nem a molekula felszinén talalhatd. A proton ezen tulajdonsidgénak koszonhetd, hogy NMR
jele csak alacsony hémérsékleten (pl. 4 °C) jelenik meg a spektrumban, ahol a kicserél8dés
sebessége mar kisebb. Magasabb hémérsékleteken (pl. szobahdn) a jel a kicserélédés nagy
sebessége miatt kiszélesedik, s igy eltiinik a spektrumbél (8,24,25). A His57 N-H®' proton
ezen tulajdonsaga jellemz§ az egész vizsgélt pH tartomanyban (pH 1-9).

Ez a karakterisztikus low-field proton jel jellemz8 az ép katalitikus diddra, s igy az
aktiv enzim egyik indikatora lehet. Ezt a tulajdonsagat kihasznalhatjuk az enzim aktivitisat, a
tridd integritasat bizonyitani kivané kisérleteinkben. A jel eltiinése ugyanis azt jelzi, hogy
szerkezeti véltozas kovetkezett be az enzim aktiv centruméban. Informacidval szolgalhat
példaul folding-unfolding, autolizis vizsgalatokban az aktiv forma kialakulasarél-eltiinésérdl.
Ezt a karakterisztikus low-field proton jelet hasznaltuk mi is az o, -proteindz inhibitor-
patkdny tripszin komplex szerkezetének, és kozvetve az inhibitor miik6désének
tanulményozasira. Az o, -proteinaz inhibitor a szerpin (szerin-proteindz inhibitor) inhibitor
csalad tagja. Mai tudasunk szerint a szerpinek stabil acil-enzim, tehéat kovalens, komplexet
képez a proteindzzal (26-28). A munkéank egyrészt a stabilizacié mechanizmusanak illetve a
komplex szerkezetének felderitésére iranyul. Korabbi eredményeink azt mutattik, hogy az
ismert, inhibitorban bekovetkez8 atrendez8désen til jelentSs szerkezeti véltozas kovetkezik
be a tripszinben is a komplexélas sordn (28). Tovabbi kisérleteink megerdsitették ezt a
megéllapitdsunkat (29). Felmeriilt a kérdés, hogy ez az enzimben bekovetkez§ atrendez8dés
mennyiben érinti az aktiv helyet, a katalitikus triddot, és a konformacié véltozds mennyiben
hozhaté Gsszefiiggésbe az inhibitor mikédésével, az acil-enzim stabilizilasival. Ennek a
kérdésnek a megvélaszolasira hasznaltuk a tridd e karakterisztikus kémiai eltol6dast proton
jelét. Erdekes modon, az egyéb médszerekkel kimutatott szerkezeti valtozasok ellenére, a
low-field régidban megjelent a proton jel (29), jelezve, hogy az Asp102-His57 diddot nem
érinti jelentGsen az enzimben bekOvetkezd szerkezeti valtozasban. Az NMR jel azonban
egyéb informacidkkal is szolgélt: egyrészt alacsony hémérsékleten is kiszélesedett, ami a
nagyobb sebességii oldoszerrel szembeni proton cserélédesnek a jele; masrészt a pH-fiiggése
megnovekedett protonaffinitasi HisS57-t (pK, kb. 8, szemben az aktiv tripszinben mérhet§ 7
alatti értékkel) mutat (29). Mindkét eredmény a diad kérnyezetének valtozasara utal, aminek,
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ugy véljik, fontos szerepe lehet az acil-enzim stabilizdlasdban, a deacildlds enzimatikus
katalizisének gatlasdban (29).

(i) Deutérium izotdp effektus a kémiai eltolodisra. A kimotripszin His57 N-H*'
protonjanak pH 3.5-en mért kémiai eltolodisa 18.3 ppm. Ezzel szemben, ha deutériumra
cseréljiik ezt a protont, akkor a deutérium kémiai eltolodasa csak 17.3-nek adddik (3). Az
izot6p effektus tehat: AlSg-Spl= +1.040.4 ppm. Ez az érték abba a tartomanyba esik, amit a
kis molekulékban el6fordulé LBHB-k esetében mértek: 0.5-0.9 ppm (7) Ezzel szemben mind
a gyenge, mind a nagyon er8s hidrogén kotésekre nulla ppm koriili izotép effektus jellemzd.
Ez azért van, mert a gyenge hidrogén kotésben mind a hidrogén, mind a deutérium ugyaniagy
csak az egyik atomhoz tartozik, mig a nagyon erds hidrogén kotés esetében akar hidrogén,
akar deutérium van a kotésben, azok mindkét atomhoz egyforman kétédnek, vagyis egyik
esetben sem kell szamottevé izotoép effektussal szdmolnunk. Ezzel szemben az LBHB
esetében a hidrogénnek szdmottevben kisebb gatat kell megmasznia a két heteroatom kozott,
mint a deutériumnak, s igy a hidrogénen konnyebben osztozik a két heteroatom, mig a
deutérium ink&bb csak az egyikhez tartozik (1. dbra). Tehat itt egyszeriien a potencialis
energiagit valtozasanak differencialé hatdsardl van sz, ugyanis akkor maximalis az effektus,
ha a gat nagysaga az izotop effektus energidjaval 6sszemérhetd. .

(iii) A D/H megoszlisi hényados (). Altaldban azt mondbatjuk, hogy az ‘erds
hidrogén kotések, azaz LBHB esetében a ¢ < 0.6, mig ha ¢ ~ 1, akkor gyenge hidrogén
kotéssel allunk szemben (7). A katalitikus triad t6ltési viszonyaitdl jelentGs mértékben fiigg a
D/H megoszlasi hanyados. A His57 N-H* protonjanak ¢ értéke kb. 2-r6l 0.4-re csékken
ahogy a pH 9-r61 3.5-re valtozik, és ismét 1.4-re nd, ahogy a pH 1-re csokken (8). Ezek az
eredmények azt mutatjdk, hogy a His57 és az Aspl02 kozotti hidrogén kotés a triad
egyszeresen protonalt llapotaban (protonalt hisztidin; pH 3.5) a legersebb, és a ¢=0.4 érték
megfelel az LBHB-vel szemben timasztott kovetelményeknek. A nem protonalt, aktiv
proteindzban (pH 9; ¢=2.0), és a kétszeresen protonalt enzimben (mind a His57, mind az
Asp102 protonalt; pH 1; ¢=1.4), a hidrogén kotés jelentGsen gyengébb (8).

Ezek utin tekintsiik 4 az LBHB kialakulasival szemben timasztott egyéb
kﬁvetelményeket A modell vegyiiletekben LBHB csak abban az esetben volt kimutathato,
amikor viz nem volt jelen az olddszerben. Warshel és munkatérsai (4) gy vélik, hogy
&ltalaban polaros folyadékokban a hidrogén kétések polarizaltak. Igy az ink4bb szimmetrikus
LBHB kialakuldsa nem kedvezményezett folyamat, s6t, mivel az enzimek aktiv helyei is
altaldban az ionos 4tmeneti allapotokat stabilizaljak (szolvataljék, inkdbb, mint deszolvataljak
azokat), az enzimek aktiv helye aszimmetrikus, polarizalt hidrogén kotéseket tartalmaz, és
nem a szimmetrikus LBHB-kat.

Fontos tovéabbi kovetelmény az LBHB kialakuldsdval szemben az, hogy a hidrogén
altal 6sszekotott heteroatomok pK,-ja kozel azonos legyen. Az Asp karboxil csoport pK,-ja
vizben kb. 4.5, mig a His imidazélium csoportjaé kb. 7. Nemvizes, apolaris
karokomyezetben, mint amilyen az enzimek aktiv helye, azonban a pK, értékek jelentésen
eltérhetnek a vizben mért értéktsl. Igy elvileg elképzelhetS lenne, hogy a His57 és az Asp102
proton affinitisa megkozelitleg egyenld a szerin-proteindzok esetében (3). Az aktiv hely
azonban a negativ toltésii atmeneti allapot stabilitdsdt szolgalja, s mint ilyen inkébb
polarizalja az Asp- His di4dot, semmint apoléris koriilményeket teremt. Igy tehat a pK, -k
nivelldléddsa helyett, megfeleléen az enzimben mért értékeknek, inkabb azok
differencialodaséval kell szamolnunk (4). (Aspl02 pK, kb. 2.5; illetve His57 pK, kb. 7).

Mindezek ellenére a fenti eredmények ((i), (ii), (iil)) Osszhangban vannak azzal az
elképzeléssel, hogy a reakcié 4tmeneti allapotdban az Aspl02 és a HisS57 kozott kialakult
hidrogén kotés, ha nem is elégiti ki az maradéktalanul az LBHB-vel szemben tdmasztott
kdvetelmenyeket eros hidrogén kotésnek tekinthetd. Az erés hidrogén kétés vagy LBHB
stabilizaciojdhoz. Ez az aktwalas1 energia csokkenteset jelenti, de csak az eredetileg gyenge
hidrogén kotés és a bel6le kialakulé LBHB energia kiilonbségének megfeleld mértékben, ami
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szenn-protemazok“eseteben Frey és munkatdrsai (3) szerint csupan 5-7 kcal/mol. Itt
emlékeztetnék a tripszin és az atmeneti allapot analég Boc-Ala-Val-Lys-borondt inhibitor
esetére, amikor is a stabiliz4ci6s energia 5-6 kcal/mol értéknek adodott. Eszre kell venniink,
hogy ebben, til a mér emlitett sztérikus, elektrosztatikus és kovalens stabilizcién, még az
LBHB effektus is benne foglaltatik, hiszen az enzim-inhibitor komplexben protonalt, pozitiv
t6ltésti a His57. Mas tripszin-peptid boronat komplexben ki is mutattdk a low-field proton .
jelet (22). Léathatéan tehat nincs konnyt dolgunk akkor, amikor akar a kemplex, akar
magénak az A4tmeneti allapot stabilizdciéjanak kérdésével foglalkozunk, és az egyes
effektusok stabilizAci6s energidhoz vald hozzajarulasat kivanjuk megéllapitani.

A tovébbiakban tekintsiik 4t az aktiv hely egyéb hidrogén kdtéseit, és vizsgaljuk meg
- szerepiiket a katalizisben.

Hidrogén kotések 2. A Serl95-His57 diad

Arra vonatkozéan ugyan nincs adat, hogy kimotripszinogénben milyen a His57 N°
Ser195 O kozotti hidrogén kétés pH 9-en (a Ser195 a donor), de az mindenesetre tény, hogy
pH 3.5-en (His57 a donor) meglehetGsen ers hidrogén kétés alakul ki (¢=0.7), ami
megmarad pH 1-en is (¢=0.5; szintén a His57 a donor) (8). Tehat azon tilmenden, hogy az
Aspl102-His57 didd protonaldsa ndveli a kozottik levé hidrogén kotés erSsségét, a His57
protonélt forméjaban a Ser195-His57 diad is er6s hidrogén kotéssel kotédik egymashoz.
Ennek alapjan felvethetS, hogy a stabilizdlds nemcsak az Asp-His didd hidrogén kotés
energidjaban bekovetkezett valtozasnak tudhaté be, hanem valdszintleg az aktiv hely, (a triad
és a kdrnyez8 csoportok (9. abra)) hidrogén kités ,,halézatanak™ egészére kiterjed (8).

9. abra A katalitikus tridd hidrogén kotés rendszere

Ebben a hidrogén ko6tés halbzatban a Ser214 aminosav is benne foglaltatik. Ez az
aminosav az Aspl02 polaris, oldoszertd] elzért tiregének kialakitasiban vesz részt két temetett
viz molekula valamint az Ala56 illetve His57 aminosavak gerinc amidjaival egyiitt. Maga a
Ser214 oldallanc az old6szer szdméara nem hozzaférhetd, és két hidrogén koétést alakit ki az
Asp102 karboxil csoportjaval, valamint az egyik temetett viz molekuldval.

Hia’rogén kotések 3. Az oxianion ,,iireg”. _

Az oxianion iireg, mint a reakcié mechanizmusanak targyalasanal lattuk, két hidrogén
kotést alakit ki a reakcié 4tmeneti dllapotéval, s igy feltehetSen fontos szerepet jatszik annak
stabilizaldsaban. A kimotripszin csaladba tartozé szerin-proteinizokban a Serl95 és a
Gly193 gerinc amid protonjai alkotjék az oxianion iireget, mig a szubtilizin csalad proteinizai
esetében ugyancsak a katalitikus szerin (Ser221) amid protonja, valamint az Asnl55
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oldallancanak amid protonja vesz részt az iireg kialakitdsaban. Az, hogy a szubtilizin
oxianion iiregének az egyik hidrogén kotését egy oldallanc amid szolgéltatja, lehetséget ad
arra, hogy iranyitott mutagenezis segitségével vizsgaljuk ezen kotés szerepét a katalizisben.
Szamos Asnl55 mutans késziilt, tobbek kozott az aszparaginnal izosztérikus, de hidrogén
kotés kialakitdsara nem képes leucint tartalmazé mutans (Asnl55Leu, tovabbid Asnl55Ala,
Asnl55Gly stb), melynek peptid szubsztraton mért K, értéke gyakorlatilag megegyezik a
nativ enzimével, a katalitikus aktivitdsa (k) azonban 200-300-szor kisebb a nativ
szubtilizinre jellemz6 k., értéknél (30). Ezek az eredmények azt mutatjik, hogy az oxianion
iireg esszencialis szerepet jatszik a katalizisben, és az dtmeneti allapot stabilizaldsihoz kb. 3-5
kcal/mol energiaval jarul hozz4.

White és Wharton (31) acil-kimotripszin szdrmazékok FT-IR spektroszkopiai
tamulméanyozasa sordn azonban azt taldlta, hogy az ,,alap allapotban” (ground-state) is
megvannak az oxianion iireg-szubsztrat hidrogén kdtések, és ezek mint elektronos aktivatorok
jatszhatnak szerepet a katalizisben. Ugy vélik tovabba, hogy ha az alap éllapot kotési
energija a szubsztrat 4tmeneti dllapot irAnyaban torténd aktivalasara forditédik, akkor a hatas
mindig a k_,-ban, és nem pedig a K,,-ben jelentkezik. Ezek szerint a szubtilizin Asn155Leu
mutins 200-300-szor kisebb k., értéke nem feltétleniil az oxianion iireg 4tmeneti allapot
stabiliz4lasaban betoltott szerepére szolgaltat bizonyitékot, hanem lehet, hogy éppen az alap
allapot csokkent aktivalasar6l arulkodik.

Konkluazié

Osszegzésképpen megéllapithatjuk, hogy az enzim katalizalt folyamat aktivalasi
energi4janak csokkentésében részt vevs effektusok, az atmeneti allapot és az egyéb koztes,
nagy energiaju formak stabilizalasa és ezek kémiai szerkezete, egy széval maga az enzim
katalizis folyamata még nem teljesen tisztdzott. Azt azonban az eredmények tiikkrében
megallapithatjuk, hogy a hidrogén kotéseknek nagy szerepe van az enzim katalizisben. Az
erés (LBHB) hidrogén kotéseknek, mint példaul a szerin-proteindzokban az Aspl102-His57
diadd kozott a reakcidé atmeneti allapotaban kialakul6d erds hidrogén kotésnek, szerepe lehet
tobb enzim reakci6 dtmeneti allapotanak stabilizalasaban. Léttunk arra is példat, hogy az erds
hidrogén kotés az enzim molekula stabilitasdban, a szerkezet kialakitdsidban és fenntartasdban
tolt be meghatarozo6 szerepet (a Staphylococcus nukledzban a Thr120 gerinc amid protonja és
az Asp77 oldallanca kozotti kotés) (9). Mig a gyenge, vagy inkabb gyengébb hidrogén
kotések stabilizalhatnak nagy energiaji koztes allapotokat, intermediereket, s6t, mint lattuk az
oxianion iireg hidrogén kotései esetében, nem szabad megfeledkezniink az alap éllapot
aktivalasaban betoltott szerepiikr6l sem. Ez utobbi pedig nagyon fontos effektus, White és
Wharton szerint (31) a kimotripszin a peptid hidrolizis sebességét noveld hatasanak akér a
fele is az alap allapotban torténd aktivalasnak koszonhet6. Ebben az esetben a szubsztrat
kotés energidja forditodik arra, hogy pl. a hasitandé peptidkotést az oxianion hidrogén
kotésein keresztul aktlvalja Tovabba arra, hogy elémozditsa a peptidkotés és a katalitikus
szerin kdlcsonhatasét, és igy olyan éllapotban stablhzalja az alap allapotot, ami egyébirant a
reakci6 koordinatin mér egy magasabb energidji é,llapotnak felel meg. Hat igen, ha jol bele
gondolunk konnyebb is a Kékestetst Matrahazardl megmaszni, mint teszem azt Gyongyosrol.

Erdekes kérdés maganak az 4tmeneti allapotnak a kémiai szerkezete. Erdekes, mert ha
érteni akarjuk az aktivalasi energia csokkentésének modjat, tisztdban kell lenniink a
maximélis energia tartama éllapot szerkezetével. A peptid kotés enzimatikus hidrolizise
esetében a tetraéderes format, vagy egy ahhoz kozeli szerkezetet tekinthetiink atmeneti
allapotnak, melyben a peptidkotés delokalizacidja megsziinik. Tobben felvetették mar
azonban, hogy elképzelhet§ egy olyan atmeneti allapot is, melyben nem szlinik meg teljesen a
peptidkotés koriil a delokalizcid, a peptidkotés planaritasa is csak sériil, és nem tetraéderes a
peptid sikb6l valé kimozdulas sem (32,33). Ez az 4llapot ennek megfeleléen kisebb energia
tartaml volna, és igy a reakci6 is egy eleve kisebb hegyet kényszeriilne megmészni. Ezen a
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ponton érzékelhetjiikk, hogy méar nem a biokémia hagyomanyos értelemben vett teriiletén
barangolunk, és latnunk kell, hogy ezeket a kérdéseket, melyek a reakcié koordinitahoz
tartoz6 kémiai szerkezeteket feszegetik nagyon nehéz, szinte lehetetlen kisérletesen vizsgalni.
Az is val6szini, hogy a hagyoményos egy vonal egy kotés szemlélettel ezek az allapotok nem
frhat6k le, nem értelmezhetSk, és hogy a kémiai reakcidk és az enzim katalizalt folyamatok
leirasat az elméleti kémikusokt6l varhatjuk.

Szamomra még egy iizenete van az itt megemlitett médszereknek, tehnikaknak és
természetesen a segitségiikkel meghatarozhatd, altaluk hozzaférhetévé tett informaciénak. Az
szinte maga a csoda, hogy atomi felbontasban lathatjuk a fehérjéket, és engem még ma is
lenyiigoz, hogy 3 dimenziéban, szinte személyesen taldlkozhatunk kutatdsunk targyaval.
Tisztaban kell azonban lenniink azzal, hogy ez a szerkezet még nem minden, amit tudnunk
kell az enzimekrél ahhoz, hogy megértsik mukodésiiket. Egyrészt a kristdly szerkezet
meghatarozasakor a kiatlagolodasok miatt sok olyan informaci6 elvész, amelyeknek dontd
szerepe lehet a funkciéban (34), hiszen azok az atlagtol eltér szerkezetek is eltlinhetnek,
amelyeknek szerep jut a mitkodés sordn. (A Ferencvaros focistainak ,.atlagos” poziciéi a
csapat jatékardl szinte semmit nem mondanak, példaunl Lisztes Krisztidn kezdGkorbeli atlagos
pozici6jabol nehéz lenne levezetni a Newcastle-nak ragott két géljat.) Masrészt lathattuk,
hogy mennyi érdekes és fontos informéciét rejteget az ,atlag” kristily szerkezet az enzim
hidrogén kotéseirSl, dinamikus viselkedésérdl, termodinamik4jarsl, az enzim ,életérél”,
amelyek azonban més médszerek (NMR, FT-IR) alkalmazésaval hozz&férhet6vé valhatnak a
szamunkra. Ezek az informéciék pedig nélkiilozhetetlenek az enzimek miikodésének,
katalizisének megértéséhez.
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BEMUTATKOZNAK A FRISSEN VEGZETT MOLEKULARIS BIOLOGUSOK

A hérom debreceni egyetem (DATE, DOTE és KLTE) egyiittmikdésével
megval6sulé molekuldris bioldgia szakirdnyt biolégus képzés beinditdsardl a BIOKEMIA
1993. szeptemberi szdmaban adott hirt Fésiis Laszlé professzor Arrél, hogy az elsé évfolyam
az 1995/96 tanévben végzett a BIOKEMIA 1996. jiniusi szdmaban feladott 4llaskeresd
hirdetésbél értesiilhettek az olvasok. Ezaton szeretnénk megkdszonni azok segitségét akik
allaslehetségeikrdl tajékoztatast kiildtek. Orommel tapasztaltuk, hogy a végzettek szdmat
meghalad6 allashelyet kinaltak fel, ami a molekularis biologusok irdnti redlis igényt igazolja.

Az elsb végzés évfolyam kiilsndsen fontos volt a képzés szempontjabol. Ok voltak
azok akik sajat boriikon tapasztalhattak az Gjszer( egyetemkozi oktatas kezdeti problémait,
akik aktivan kozremiikddtek a program fejlesztésében és 6k lesznek azok akik tudasukkal
megalapozhatjdk az j diploma értékét. Az elmilt  hdrom évre visszatekintve
megallapithatjuk, hogy egy jé évfolyammal dolgozhattunk egyiitt. 21 hallgatébdl 7 nyujtott
be tudomanyos didkkéri (TDK) palyazatot, illetve tartott tudoményos eléadast; 17 hallgaté
szerzett diplomat jorészt j6, illetve jeles eredménnyel; és 9 fé folytathatja tanulméanyait
egyetemi doktori (Ph.D.) iskoldk keretében. Azt, hogy ezek a szdmok mennyi munkat
takarnak csak a bennfentesek tudhatjdk. A BIOKEMIA szerkesztéjének megtisztels
felkérésére a kvetkez6 oldalakon két frissen végzett hallgaténk szdmol be eredményeir6l.

Szegezdi Eva 1990-ben kezdte tanulményait a KLTE biolégus szakén. Harom éves
biotechnologusi alapképzést kovetben jelentkezett a FEFA A4ltal tdmogatott molekularis
biolégus programba. A biokémia szakédg hallgatéjaként a DOTE Biokémiai Intézetében
késziteite el péalyamunkajat majd diplomamunkdjat. 1995-t61 bekapcsolodott az
orvostanhallgaték biokémia oktatdsdba, emellett szakfordit6éi angolt tanul a KLTE-n.
Szakforditéi allamvizsgdjat (ami megfelel a felséfokt nyelvvizsganak) ez év végén fogja
letenni. Tudoményos munkajat a DOTE Biokémiai Intézetének Ph.D. hallgatéjaként
folytathatja.

Toth Attila 1991-ben kezdte az egyetemet a KLTE biolégus szakan. 1993-ban
jelentkezett a molekularis blologus szakiranyu képzésre, ahol a biokémiai szakagat
valasztotta. El6szor a DOTE Elettani Intézetében, majd a DOTE Orvosi Vegytani Intézetében
végzett TDK munkét. Harom palyamunkat készitett és munkajar6l tobb eléadast tartott.
Legszebb sikerét 1995-ben érte el, amikor az OTDK Orvostudoményi Szekcidjaban I. dijat
nyert. Mint a hallgatésiag képviselgje részt vett a Tanulményi Bizottsig munkéjéban.
Diplomamunkdjat a Vegytani Intézetben készitette, és az oktatds kiilonb6z6 szintjein nyujtott
értékes segitséget témavezetdjének. Jelenleg a DOTE Orvosi Vegytani Intézetének Ph.D.
hallgatoja.

Ko6zleményiikben mindketten diplomamunkéjuk eredményeit foglaltdk 6ssze. Kérem
fogadjak megértd szeretettel az 0 biokémikus nemzedék képviseldinek elsd
szarnyprébalgatésait.

Dr. Dombradi Viktor
a Debreceni Universitas Egyesiilés
Molekuléris Bioldgia Szervezetének igazgatdja
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A SZOVETI TRANSZGLUTAMINAZ ES INVOLUKRIN EXPRESSZIO
REGULACIOJANAK TANULMANYOZASA TfMUSZ INVOLUCIO SORAN

Szegezdi Eva
DOTE Biokémia Intézet
Témavezetd: Dr. Szondy Zsuzsa

Bevezetés

Az apoptobzis, vagy programozott sejtelhalds egy fiziologids sejteltavolitdsi forma.
Szamos alapvetd biolégiai jelenség - mint a metamorfézis, az embriondlis morfogenezis,
vagy a hormon indukdlt szévet-dtrendezddés - meghatdrozé eleme (1). Az apopt6zis
sorén a sejt genetikailag meghatdrozott program szerint hal el. A folyamat a sejten beliil
jatszédik le Ggy, hogy a kornyezd sejtek nem karosodnak, gyulladdsos folyamat nem
indukalédik (2).

Sok més folyamat mellett az apoptdzis lényeges szerepet tolt be az
immunrendszerben résztvevd sejtek mindségének, Osszetételének alakitdsdban is. A
limfoid rendszer feladata a kéros antigének specifikus felismerése és elimindldsa. A T-
sejtek prekurzorai a csontvel6ben képzddnek, innen vandorolnak a timuszba, ahol
osztédnak és differencidlédnak. Erésiik soran random génatrendezédéssel alakul ki és
expresszdlodik a specifitdsért felelds T-sejt receptor/CD3 komplex. A megfelelé T-sejt
receptort expresszélé timociték az antigént prezentél6 sejtekkel valé kolcsonhatds utan
pozitiv szelekcién esnek 4t és tovabb fejlddnek. Benniik megjelenik a bcl-2 fehérje, mely
véd az apoptotikus hatdsokkal szemben. A timuszsejtek 95 %-a viszont apopt6zissal elhal
(8), mivel vagy nem koét6dik megfeleléen az MHC komplexhez, vagy a sajat antigént is
felismeri. A pozitivan nem szelektalt timocitdk érzékenyek a lokélisan érvényesiilé
apoptotikus hatdsokra, mivel benniik nem termelddik bcl-2. Ilyen apoptotikus szignél
tobbek kozott a glitkokortikoid hormon (3), a T-sejt receptor aktivaci6 (9) és az ionizélo
sugérzés (4). Bar e szigndlok morfolégiailag azonos apoptotikus folyamatokat inditanak
el, bizonyitott, hogy kiilénb6z4 transzkripciés faktorokon keresztiil fejtik ki hatasukat: a
gliikkokortikoidok a glitkokortikoid receptoron keresztiil hatnak, a T-sejt receptor aktivacio
a nur77 transzkripci6s faktort szabalyozza (10), mig ionizdl6 sugdrzds hatdséra a p53
faktor aktivalodik (11). A gliikokortikoid receptor hidnydban csak a szteroid elhalasi
fitvonal, nur77 hidny4dban csak a T-sejt receptor medidlt, mig a pS53 hidnydban csak a
DNS kérosodés okozta sejtelhaldsi it kdrosodik, a tobbi forma zavartalanul kivalthato.

A DOTE Biokémia Intézetben végzett kisérletek mutattdk ki elGszor, hogy az
apoptézis sordn egy Ca?* dependens enzim, a szdveti transzglutamindz expresszidja
fokoz6dik, aktivitdsa novekszik (5). Az enzim a sejtfehérjék glutamil és lizil oldalldncai
- kozott izopeptid keresztkotéseket hoz 1étre, rezisztens fehérjehdlézatot képezve ezzel az
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apoptotikus testekben. Bar az enzim tényleges szerepe nem bizonyitoit, a
rendelkezésiinkre 4116 kisérletes adatok arra utalnak, hogy a folyamat sorén kialakul6
apoptotikus testekben a sejtmembrén alatt 1étrejov6 keresztkotott fehérjehalozat
megakadalyozza a sejttartalom kijutdsdt, s ezzel az immunreakcié kialakuldsat a
kornyezetben (6). A keratinocita transzglutamindz egyik szubsztrdtja az involukrin
sordn mutattdk ki. Ugy tiinik, involukrin szerd fehérje szolgdl szubsztratként a szdveti
transzglutamindznak a méjsejtek apoptdzisa sordn is (7), igy feltételezhetGen mas sejtek
apoptézisa sordn is szerepet jatszhatnak a fehérjehdl6 kialakitdsdban involukrin vagy
involukrin szerd fehérjék.

A szpveti transzglutamindz expressziGjdnak fokozéddsit megtaldltuk timusz
involicié sorén is az apoptotikus sejiekben. A szérum Glu-Lys dipeptid tartalmdnak
emelkedésével bizonyitottuk, hogy az enzim aktivitdsa is megnd. Béar eddigi
eredményeink alapjan tudjuk, hogy a szdveti transzglutaminédz expresszi6ja fokozddik a
programozott sejtelhalds sordn, arrdl, hogy ennek szabélyozdsa hogyan torténik, még
nincsenek adatok. Nem ismert, hogy a kiilénb6z8 apoptotikus szignélok a
transzglutamindz gén prométerének azonos vélaszolé elemét szabélyozzdk-e vagy
mindegyikiik mis-més elemhez kapcsolédik. Nem ismert az sem, hogy az involukrin,
amely szubsztritja a keratinocita transzglutaminiznak, expresszélodik-e a timuszban,
lehet-e szubszirdtja ott a transzglutamindznak, s ha ott megtaldlhaté expresszidja
regulélédik-e apoptézis soran.

E kérdések megvilaszoldsdhoz olyan két transzgén egértdrzset haszndltunk,
melybe a transzglutamindz gén prométerének proximaélis, 4.2 kilobézisnyi szakasza, illetve
az involukrin prométer van transzfektdlva B-galaktozidéz riporter génnel. E két promoter
mikddését vizsgltuk killonféle szigndlokkal kivéltott apoptézis soran. Kisérlerteinkben
beéllitottunk egy B-galaktoziddz aktivitds-mérési médszert, mely segitségével kiilonféle
prométerekhez kapcsolt B-galaktoziddz enzimet hordozd egereken nem csak embrionalis,
hanem sziiletés utdni és adult génexpresszi6 is egyszerien tanulmanyozhat6. E mddszer
segitségével bebizonyitottuk, hogy az involukrin fehérje nem expresszélédik
timuszsejtekben, mig a szoveti transzglutamindz igen, és a 4.2 kilobazisnyi szakasz
hordozza mindazt az informéciét, amely sziikséges ahhoz, hogy a transzglutaminiz
expresszidja fokoz6djon hérom kiilonféle szignllal kivéltott apopt6zis soran.

Anyagok és mdédszerek

Kisérieti dllatok. A kisérletekhez két transzgén egértorzset haszndltunk. A TG 27
black 6 egerek Dr. Nagy LiszI6t6] szdrmaznak, a szdveti transzglutaminaz promé’ .ének
proximélis, 4.2 kilob4zisnyi szakasz4t hordozzdk, B-galaktoziddz riporter gén.el. Az
involukrin gén teljes promoéter régitja és B-galaktozidéz riporter gén van transzfektalva
a masik, C2319 egértorzsbe, melyet Dr. Joseph M. Carolltél kaptunk. A két egértorzset
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a DOTE Korélettani Intézetének 4llathdzdban tenyésztették. A transzgént hordozé
egerek azonositdsa hdromhetes korban, a timusz apoptézis indukci6 négyhetes korban
tortént. A timocitdk apoptézisdnak indukéldsira az egerek intraperitonedlisan 0.2 ml
fiziol6gids s6oldatban oldott 0.2 mg dexametazon-acetitot, 20 ug anti-CD3 antitestet,
vagy 5 Gy besugérzést kaptak.

Szoveti transzglutamindz aktivitds-mérés. A kontroll és a kezelt dllatokat a kezelés
utdn 24 o6r4val éterrel talaltattuk, timuszukat kivettilk, homogenizaltuk. A
transzglutamindz aktivitast [*H] putreszcin N,N’-dimetil-kazeinbe valé beépiilésével
hatéroztuk meg.

DNS izoldlasa egérfarkakbol. A vizsgéland6 egereket a sziil6ktSl hdromhetes
korukban vilasztottuk el. Levéagott farokvégeiket proteindz K-val emészttettiik, majd
hirom extrahéldsi 1épésben (fenol; fenol:kloroform:izoamilalkohol (24:24:1);
kloroform:izoamilalkohol (24:1)) a DNS-t a megmaradt fehérjékt6l megtisztitottuk. Az
utolsé extrahélds utdn a DNS-t etanollal kicsaptuk, mostuk, majd steril desztillalt vizbe
60 °C-on visszaoldottuk.

Polimerdz ldncreakcié (PCR). A két egértorzsbe transzfektalt kiilonbozé DNS
szakaszok felsokszorozédsa azonos médon tortént. A PCR sordn a kétféle transzfektélt
génszakasznak egy 400 illetve 600 bézisparnyi részét sokszoroztuk fel Taq DNS
polimerazzal. Ezen génszakaszok detektéldsa agar6z gélelektroforézissel és etidium-
bromidos festéssel tortént.

B-galaktoziddz aktivitdsmérés. A transzgén egerekben 1év6 B-galaktozidédz riporter
enzim aktivitdsit lumineszcencids mddszerrel mértiik, a Galacto-light kemilumineszcens
riporter esszé kitt lefrasa alapjan. A mérés alapja, hogy a kitthez tartozé szubsztrat enzim
éltali elhasitdsakor egy fényt emittald vegyiilet szabadul fel. A mérés sordn kapott, az
enzimaktivitast jellemzd6 relativ emittélt fényintenzitast (relative light unit) 1 mg fehérjére
és 1 percre vonatkoztattuk.

Eredmények

Transzgént hordozd, pozitiv, és nem hordozo, negativ egerek szoveteinek p-
galaktoziddz aktivitdsa. A két egértorzsbe transzfektdlt kiilonboz6 génszakaszok
szervspecifikus expresszi6jdnak jellemzésére szerveket vettiink ki mindkét térzs negativ
és transzgént hordoz6 egyedeib6l és homogenizdtumaikban meghatéroztuk a B-
galaktozidéz aktivitast. A pozitiv egerek szovetei mindig magasabb aktivitdst mutattak,
mint a nem transzgén egerek szovetei. Azonban a negativ egyedek szoveteiben is nagyon
magas B-galaktoziddz aktivitdsokat mértiink. A torzstdl fiiggetleniil kiilonésen magas
aktivitdst taldltunk tfmuszban, vesében, tiid6ben és a lépben. Ezek a magas,
transzfekci6tol fiiggetlen P-galaktoziddz aktivitdsok csak endogén B-galaktozidaz
aktjvitdst enzimeknek tulajdonithaték.

Az irodalom, és a kitt lefrdsa az endogén B-galaktoziddz aktivitdsi enzimek
inaktivalasdra 60 perces 48 °C-on tortén6 hokezelést javasol. A hékezelés sordn az
endogén enzimek inaktivdlédnak, mig a bakteridlis enzim nem sériil. Mérés el6tt
mintdinkkal elvégezve a 60 perces 48 °C-os inkubdlést, az aktivitas szinte a vakkal
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egyenértékire csokkent. Nem lattunk kiilonbséget a negativ €s pozitiv egerek szoveteinek
B-galaktozidéz aktivitdsa kozott, és az irodalmi adatok alapjén a C2319 torzsben erds B-
galaktoziddz aktivitist mutat6 hidmszévetben sem tudtunk aktivitdst kimutatni.

Hogy kideritsiik, mi torténik az enzimmel az inkubéldsok sordn, a koévetkezd
kisérletsort allitottuk ossze: Kivélasztottuk a C2319 torzs az irodalom és a sajat eddigi
adataink alapj4n magas B-galaktozidéz aktivitdst mutaté hdmszovetét, valamint aktivitas-
értékével Gsszevethetd higitdst gyari E. coli p-galaktoziddzt. Mértiik az aktivitést kiilon-
kiilén, és Ggy, hogy az enzimet a szévethomogenizdtumba tettiik, hékezelés nélkiil és
h6kezelve. A bakteridlis enzim Onmagiban a hékezelés sordn valdban alig veszt
aktivitdsabél, de a szévethomogenizdtumba oldott B-galaktoziddz enzim a 60 perces
hékezelés sordn szinte teljesen inaktivalodott. Feltételezhetjiik, hogy az inaktivécioért a
homogeniz4tumban 1évé protedzok voltak felelSsek, ezért a méréseket megismételtiik
prote4zg4tl6k jelenlétében is. Ekkor a mért aktivitdsok 1ényegesen nem csokkentek.Ezen
adatok alapjan a tovébbiakban az aktivitdsok meghatérozdsa elftt minden mintét
protedzgatlok jelenlétében hékezeltiink 60 percig 48 °C-on.

Az igy kapott aktivitdsokat az I. tdbldzat mutatja.

I. TABLAZAT
KULONFELE SZOVETEKBEN HeKEZELES UTAN, PROTEAZGATLOK
JELENLETEBEN MERT B-GALAKTOZIDAZ AKTIVITASOK
(RLU/perc/mg fehérje)

szovetek C2319 torzs TG 27 torzs
negatfiv  pozitiv kiilonbség negativ pozitiv kiilénbség

timusz 1 146 1200 ns* 1830 3500 1 667
tiid6 1233 1208 ns 1760 1550 ns
méj 1025 1010 DS 1143 1336 194
vese 823 710 ns 1395 2000 605
1ép 663 685 ns 1106 1367 260
agy - - - 1266 1200 ns

fiil 1591 153 300 151 709 2000 1834 ns

ns*: nem szignifikdns kiilonbség

A C2319 térzsben az involukrin prométer expresszal6dasat csak a fiilben figyeltiik meg.
A fiil tartalmaz t6bbréteg( elszarusodé laphdmot, igy az itt mért aktivitds megegyezik a
publik4lt adatokkal.

A TG 27 torzsben ugyanezen szévetek homogenizdtumaiban mértik a
transzglutaminéz aktivitast is. A II. tdbl4zatban a transzglutamindz aktivitasok a pozitiv
és negativ egyedek szoveteinek P-galaktoziddz aktivitdsdnak kiilonbségeivel, a B-
galaktoziddz alapaktivitdsokkal van Gszevetve.
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II. TABLAZAT
TG 27 EGEREK SZOVETEINEK TRANSZGLUTAMINAZ Es B-GALAKTOZIDAZ
ALAPAKTIVITASA

szovetek transzglutamindz aktivitds B-galaktoziddz aktivitds

nmol putrescin/h/mg RLU/perc/mg
timusz 3.71 1 667
tid6 13.3 0
méj 28.7 194
vese 35.67 605
1ép 11.72 260
agy 0.9 0

A legmagasabb transzglutamindz aktivitdst a vesében lattuk, de magas az aktivitas
a méijban és a tiid6ben is. Ennél alacsonyabb a 1ép és a timusz aktivitdsa. A
legalacsonyabb aktivitds az agyban volt mérhet6. A legerdsebb f-galaktozidaz
alapaktivitdst a timuszban lattuk, kismértékd alapexpresszi6 volt kimutathat6 a méjban,
a vesében és a 1épben, de nem lattunk kiilonbséget a negativ és pozitiv egerek agy- és
tiidoszovetének B-galaktoziddz aktivitdsaban.

A timusz indukdlhaté B-galaktoziddz aktivitdsa. A két egértorzsbe transzfektélt
prométerek reguldci6jat a timuszban a kovetkezd apoptotikus szigndlokra vizsgéltuk:
gliikokortikoid, melynek hatésat kisérletesen dexametazon intraperitonedlis oltdsdval
véltottuk ki, T-sejt receptor aktivici, amit a TCR komplex elleni anti-CD3 antitest
olt4séval idéztiink el6 és ionizdl6 sugédrzés, melynek hatdsat irradiacié utdn néztiik.
Mindhdrom indukci6 utdn mértiik a timusz tOmegét az apoptézis mértékének
megitélésére, a P-galaktoziddz és a TG 27 torzsben a transzglutaminiz aktivitds
véltozdsat is.

A C2319 torzsben mindhdrom apoptotikus szignél hatdsdra megfigyelhetd volt a
timocita apopt6zist kovetd timusz involici6, Ezzel egyid6ben a pozitiv egyedekben
szignifikdns P-galaktoziddz aktivitds-novekedést nem tudtunk kimutatni. A timusz
tomegcsokenése dexametazon, anti CD3 és irradidcié hatasara 67 %, 69% és 74% volt
a kezelést kovets 24. 6rdban.

Ugyanezen kisérletsort a transzglutaminéz prométert hordozé egereken elvégezve
a programozott sejtelhaldst igazolé timusz involiicié és transzglutamindz aktivités-
ndvekedés mellett a pozitiv egerekben a szigndlok hatdsdra a p-galaktozid4z aktivit4s
tobbszorosére novekedett (1. dbra).

Diszkusszio

Mai ismereteink alapjén az apopt6zis molekularis mechanizmusa sorén a jelatviteli
folyamatok - melyek induk4l6dhatnak apoptotikus faktorok megjelenésével vagy tilélési
faktorok eltiinésével - szamos apoptotikus effektor elemet aktivdlnak. Az effektor elemek
altaldban irreverzibilis biokémiai reakciokat (DNS degradécid, proteolizis, keresztkotott
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fehérje-halozat kialakuldsa) katalizdlnak. Nagyon keveset tudunk azonban arrél, hogyan
szabalyozzék a kiilonféle jeldtviteli pdlydk az apoptézis ezen effektor elemeit.

A szdveti transzglutamindz tanulményozisa sokban segithet az apopt6zis induktor
és effektor elemei kozotti kapcsolat megértésében. Ennek oka az, hogy a szoveti
transzglutamindz a transzglutamindz enzimcsaldd egyediili tagja, ami részt vesz az
apoptotikus programban, szemben példdul az endonukledzokkal, és a protedzokkal, mely
csalddoknak 2-3, vagy még tobb tagja is kapcsolddik az apoptotikus programhoz. Emellett
azon kevés gén kozé tartozik, melyek az apoptézis sordn mind a preapoptotikus mind az
apoptotikus sejtekben kimutathat6an expresszalodik. A transzglutaminaz termelédésének
szabdlyoz6désarol jelenlegi ismereteink azonban hidnyosak: nincsenek adatok sem a cisz
sem a transz regulalé szekvencidk topogréfidjar6l a prométeren.

Vizsgélataink sordn arra kerestiik a vélaszt, hogy a kiilonbozé apoptotikus
szigndlok egyetlen kozds fehérje szabdlyozaséval, vagy esetleg kiilonbozé valaszold
elemeket reguldlva szabéilyozzdk-e a transzglutamindz expresszift. Kisérleteinkhez a
transzglutamindz promoéterének proximdlis 4.2 kilobézisnyi szakaszét és p-galaktoziddz
riporter gént hordozé transzgén egértOrzset hasznaltuk. A torzson végzett korabbi
embriondlis expresszios
vizsgalatok hisztokémiai festéssel megdllapitottdk, hogy a szOveti transzglutamindz a
fejl6ds porcban, az interdigitdlis mesenchymdban, az apikdlis ektodermalis régi6kban,
valamint
vorosvérsejtekben, endothelben és az agy choroid plexuséban expresszalodik.

Emellett arra is valaszt kerestiink, hogy a transzglutaminaz potencialis szubsztratja,
az involukrin expresszalédik-e a tfmuszban, illetve egyéb szovetekben, és apoptotikus
szigndlok hat4sdra valtozik-e expresszidja. A C2319 torzset 1étrehoz6 Joseph M. Caroll
és munkatirsai a transzfektalt prométer szévetspecifikus expressziéjat mRNS RT-PCR
technikdval vizsgilva p-galaktoziddz expresszi6t csak a tobbrétegl laphdmban illetve a
tobbrétegd laphdmot tartalmazé szévetekben tudtak kimutatni.

A lacZ riporter konstrukcifkat elsdsorban hisztokémiai festésekkel detektéljak az
embrionalis fejl6dés soran, de mi a szdveti transzglutamindz prométer mikodését adult
egyedeken kivantuk vizsgilni, ezért els6 1épésként ki kellett dolgoznunk egy olyan
médszert, amely alkalmas fenotfpusos promoter aktivitds vizsgalatra feln6tt allatokon.

Els6ként a B-galaktoziddz aktivitds-mérést allitottuk be.

Az egérszovetek B-galaktoziddz aktivitdsdnak vizsgilatakor kimutattuk, hogy a
szovetek magas endogén P-galaktozid4z aktivitdssal rendelkeznek, amelyek zavarjdk a
mérést. Mindkét torzs Osszes szovetében a pozitiv egerekben mért endogén pB-
galaktoziddz aktivitdsok magasabbak, mint a transzgént nem hordozé 4allatokban. A
legmagasabb endogén aktivitast a C2319 torzs pozitiv egyedeinek hdmszovetében taldltuk.
Ezért nem tartjuk lehetetlennek, hogy az inzertdlédott génszakasz valahogyan
befolyasolja az endogén P-galaktozid4z expresszi6t. A szdmunkra zavaré endogén B-
galaktoziddzokat 60 perces 48 °C-os h6kezeléssel inaktivélni lehet, de az eljaras sordn a
homogenizdtumokba kevert bakteridlis f-galaktozid4z aktivitds is eltdint. Mivel logikus
magyarazatként felvet6dott, hogy a homogenizdtumokban jelenlévé protedzok az
inkub4ldsok sordn elbontjék a bakteridlis enzimet, az egy 6rds 48 °C-os hékezelést
protedzgatlok jelenlétében is elvégeztik, és bizonyitottuk, hogy a riporter enzim -
aktivitdsa igy megmarad, mig a negativ, transzgént nem hordozé egerek Osszes
szovetében a P-galaktoziddz aktivitds minimdlisra csokkent. Az involukrin prométert
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hordoz6 egerekben B-galaktoziddz alapaktivitds csak a sok hdmszovetet tartalmazo
fiilhomogenizdtumban volt kimutathat6 (I. tdbl4zat).

A TG 27 térzsben tobb szévetben is taldltunk B-galaktoziddz expresszibt, ezen
expresszios mintézatot a mérhetd transzglutamindz aktivitdssal hasonlitottuk dssze. A
legmagasabb B-galaktozid4z alapaktivitdst a timuszban I4ttuk, de a m4j, a vese és a Iép
is mutatott kismérték(d expressziét. Nem volt detektdlhaté B-galaktoziddz expresszio a
tiid6ben és az agyban. A transzglutamindz aktivitds a vesében volt a legnagyobb, ezen
kiviil a tiid6ben és a m4jban mértiink magas aktivitdst. Ennél alacsonyabb expresszi6val
jellemezhetd szovet a 1ép és a timusz. Az agyban pedig minimélis transzglutaminaz
aktivitdst lattunk. Osszehasonlitva a mért adatokat elmondhat6, hogy a timusz, a méj, a
vese és a 1ép esetében mind a P-galaktoziddz expresszi6, mind a transzglutaminéz
aktivitds kimutathat6,de ezek mértéke a szovetekben eltéré. ( A legmagasabb B-
galaktozid4z alapaktivitdst a timuszban lattuk, de ugyanitt a transzglutaminéz aktivitas
nem volt ilyen nagymértékd. A méj, a 1ép és a vese esetében a helyzet forditott volt, a
magas transzglutamindz aktivitdsokhoz kismértékd B-galaktoziddz alapaktivitds tarsult.)
Az agyban mért adatok jol korreldlnak, B-galaktozidéz, és szignifikdns transzglutamindz
aktivitdis nem volt lathat6, viszont ellentétes eredményt kaptunk a
tiid6homogenizdtumokban, itt a magas transzglutamindz aktivitds ellenére sem tudtunk
B-galaktoziddz alapaktivitdst kimutatni. Az eltérések oka valGszindileg az, hogy a
transzfektédlt prométer régié6 nem minden szdvetben hordozza az endogén expresszié
tokéletes irdnyitdsdhoz sziikséges informdciokat. Ugyanakkor a szdmunkra érdekes
timuszban az eredmények alapjdn tgy tiinik, hogy a prométer képes az endogén
expresszié szabélyozaséra.

A két transzfektdlt prométer aktivitdsdnak viltozasit dexametazon, anti-CD3
antitest és irradidci6 hatdsdra vizsgdltuk a timocitdkban. Mindegyik szignal
alkalmazdsakor mindkét t6rzs egyedeiben a timusz involici6 jelezte, hogy apoptézis
tortént.

A C2319 egyedeken végzett indukcidk sordn egyik esetben sem tapasztaltunk a
pozitiv kezelt egerek timuszhomogenizdtumaiban B-galaktozidaz aktivitds-novekedést, a
mért értékek a negativ allatok adataival Osszevetve szignifikdns kiilonbséget nem
mutattak. Megéllapitottuk, hogy az involukrin prométer egyik szignil adisa utdn sem
aktivil6dott, timocita apoptdzis sordn expresszi6ja nem véltozik.

A TG 27 torzs esetében mindhdrom timusz involiciét elGidézs kezelés hatdsara
a kezelt 4llatokban a transzglutamindz aktivitds megemelkedett. A legmagasabb
emelkedést az anti-CD3 antitest oltdsakor tapasztaltuk. A pozitiv egyedekben a B-
galaktozid4z aktivitds a pozitiv kezeletlen egerek PB-galaktoziddz alapaktivitdsihoz
viszonyitva mindig megemelkedett, a legmagasabb emelkedést ioniz4l6 sugirzas hatésara
mértiik. Eredményeink alapjén elmondhatd, hogy a transzglutaminéz prométer proximalis
4.2 kilob4zisnyi szakasza hordozza azokat a vélaszadé elemet (vagy elemeket), amelyeket
a timuszban a fenti szignalok szabdlyoznak. Eredményeink alapjan nem donthetd el, hogy
egyetlen kozos fehérje, vagy kiilonbozG szigndlokra aktival6dé kiilonbozs fehérjék
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reguléljdk-e a transzglutamindz expresszi6t. Adataink viszont aldtdmasztjak, hogy ezek
a szigndlok mind génszinten reguléljdk a transzglutaminiz fehérje expressziojat.
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PROTEIN FOSZFATAZOK TISZTITASA ES AZONOSITASA

TIPUS £S IZOENZIM SPECIFIKUS ANTIPEPTID

ANTITESTEKKEL

Toth Attila
DOTE Orvosi Vegytani Intézet
Témavezet§: Dr. Erddédi Ferenc egyetemi docens

Bevezetés
A fehérje foszforildcié jelentésége a biologiai szabdlyozdsban

A sejtek jelatviteli mechanizmusai koziil az egyik legjelentGsebb a fehérjék
reverzibilis foszforilaci6ja. A fehérjék foszforildcidjat protein kindzok katalizdljak, amelyek
nukleozid-trifoszfatok (leggyakrabban ATP) termindlis foszfatcsoportjat épitik be a fehérjék
szeril (Ser), treonil (Thr) vagy tirozil (Tyr) oldalléhcéba. A protein foszfatdzok a fehérjék
oldalldncédhoz észterkotéssel kapcsolédé foszfat csoportok hidrolizisét katalizaljak. A
foszforil4ciés mechanizmus csaknem minden sejtfolyamat szabalyoz4saban alapvet§ szerepet
jatszik (pl. fehérjeszintézis, sejtosztédds, izomkontrakcid, anyagcserefolyamatok), ami
sokféle protein kinaz és foszfatdz mikodésén keresztiil valésul meg (Cohen, 1989, Bollen és
Stalmans, 1992, Mumby és Walter, 1993, Wera és Hemmings, 1995). A fehérjék pillanatnyi
foszforilaciGs 4llapotdt a kindzok és foszfatdzok aktivitdsdnak arédnya szabja meg, ezért
mindkét enzimtipus szabélyozésa sziikééges a megfelel§ foszforilacios szint kialakulasahoz.
Becslések szerint a humédn genom mintegy 1%-a kédol protein kindzokat és foszfatdzokat
(Hunter, 1995).
Ser/Thr specifikus foszfatdzok osztilyozdsa

A Ser/Thr specifikus foszfatazok csoportositdsa biokémiai tulajdonsigaik (szubsztrat
specificitas, hdstabil inhibitor fehérjékkel val6 gétolhatésag, fémionok hatésa) alapjén tortént
(Ingebritsen és Cohen, 1983). Eukarita sejtekbSl négy kiilonb6z8 tipust foszfatdz
katalitikus alegységet kiilonithetiink el. Az els§ tipusba sorolt protein foszfataz enzimek (a
tovabbiakban 'PPl) a foszforilaz kinaz [ alegységét nagyobb sebességgel defoszforildljak
mint az o alegységét. Hostabil inhibitor-1 (I1) és inhibitor-2 (12) fehérjék gatoljak a PP1
aktivitasat. A mésodik tipusba sorolt protein foszfatdz enzimek (a tbvébbiakban PP2)
elsGsorban a foszforildz kindz o alegységét defoszforildljak és nem gatolhaték I1 és 12
fehérjékkel. A PP2 enzimek aktivitdsuk fémionoktdl val6 fiiggése szerint tovabbi harom
csoportra oszthaték. A PP2A fémionok nélkiil is aktiv. Ezzel szemben a PP2B aktivitasdhoz
Ca2+—kalmodulin komplex, a PP2C aktivitashoz pedig Mg®* ionok jelenléte sziikséges. Tobb
citotoxinrél (pl. okadainsav, mikrocisztin, kalikulin A) bebizonyosodott, hogy a foszfataz
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enzimek hatdsos gatlészerei (Holmes és Boland, 1993; MacKintosh és MacKintosh, 1994).
Ezek koziil az okadainsav eltér6 koncentraci6ban gétolja a PP2A (Ki=0,2 nM) és a PP1
(K=20 nM) aktivitasat, ezért alkalmas a két foszfataz tipus megkiilonboztetésére.
A PPI és PP2A katalitikus alegységeinek (PP1. és PP2A,) tulajdonsdgai

A PPl. és PP2A. aminosavsorrendje mintegy 45%-0s azonossdgot mutat. Ezen

fehérjék szekvenciaja rendkiviili mértékben Srzott a kiillonboz6 €161ényekben.

A foszfataz klénozasanak és szekvenalasanak fontos eredménye a foszfataz
izoenzimek felfedezése. PP1. esetében négy izoenzimet taldltak: PP1.,, PPlcs vagy PPles és
PP1.,, amelyek koziil a PP1., alternativ mRNS hasitéds révén két formdban (PP1.y és PP1.p)
expresszalédhat. Az izoenzimek 28-298 aminosav maradékai kozott (a nyidl PP1..-t alapul
véve) 95% azonossag figyelhetd meg (Cohen és mitsi., 1990). A kiilonbségek elsGsorban az
N- és C-terminalis régidkban taldlhat6k (a 299. aminosavtdl kezd6dGen). PP2A, esetében két
izoenzimet taldltak (PP2A., és PP2A.p), melyek szekvencidja emlGsok esetében 97-98%-ban
azonos.

Az eddig homogénnek tekintett katalitikus alegység preparatumok szdmos izoenzim
keverékét tartalmazzak. Bar ezen enzimfajtdk katalitikus aktivitdsuk alapjdn gyakorlatilag
elkiilonithetetlenek, mégis feltételezhetS, hogy lokalizaciéjuk és/vagy reguldcibjuk
kiilonboz8, azaz bizonyos funkcidk ellatasaban “munkamegosztas” alakult ki az izoenzimek
k6zott (Shima és mitsi., 1993, da Cruz e Silva és mtsi., 1995). Ezt latszik igazolni, hogy
taldltak olyan Drosophila mutansokat, amelyekben a mutaci6 csak az egyik PP1, gént érinti a
4 koziil, s ennek eredményeképpen késett a mitdzis kifejlédése, hidnyos osztdédasi orsé
szerkezet, abnormélis ledny-kromoszéma elvélds, hyperploiditds és tilzott kromoszéma
kondenz4ci6 volt megfigyelhets (Axton és mtsi., 1990).

Célkitiizés

Az irodalmi bevezetésben ismertetett foszfatdz katalitikus alegységek sokfélesége és
feltehetSleg eltérs fizioldgiai funkcidja felveti a protein foszfatdzok izoenzim és tipus szerinti
azonositasanak fontossigat. A foszfatdz katalitikus alegységek konzervalt jellege miatt a
fehérje elleni antitest termelés nehéz. Alternativ megoldéast igér azonban a foszfatiz
katalitikus alegységekre specifikus poliklondlis antipeptid antitestek el§éllitasa, az enzimek
aminosavszekvencidja alapjan kivalasztott, az egyes tipusokra jellemz§ peptidszakaszok ellen.
Specifikus antipeptid antitestek termelése érdekében tytdkokat immunizaltunk. Ennek elGnye,
hogy a szérum mellett az antitestek a tojassargaban is felhalmozédnak. Hétranya viszont,
hogy a tojassérgdban a lipidek nagy mennyisége (~37 %) az immunglobulinok tisztitasat
megneheziti. Ezért célul tdztik ki PP1. és 2A. szekvencidja alapjan tipus és izoenzim
specifikus antipeptid antitestek elGallitdsat, valamint alkalmas moédszer kidolgozasat a
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tojésokb6l izoldlhat6 antitestek tisztitdsdra. A tipusspecifikus antitestekkel Kkisérletcket
terveztiink kiilonbozs szovetekben illetve sejtekben elSfordulé PP1. és PP2A. kimutataséra.

A PPl, izoenzimek Ilétezésének felismerése felveti szoveti és = szubcelluléris
azonositdsuk kérdését. A kiilonbozd szovetekbdl izollt katalitikus alegységek feltehetSen
izoenzimek keverékének felelnek meg, amelyek azonositdsat az izoenzimekre specifikus
antitestekkel terveztiik.

A protein foszfatdzok tisztitdsa szdmos kromatografias 1€pés osszekapcsoldsat koveteli
meg és a ma ismert eljarasok tobbsége rendkiviil idSigényes, valamint viszonylag alacsony
hozamt. A foszfatdzt gatlé toxinok, az enzim irdnti nagy affinitdsuk miatt, alkalmasnak
tnnek affinitds kromatogréfia kidolgozasara. Moorhead és mitsi. (1994) frtak le elGszor a
mikrocisztin atalakitasatat, szilard hordozohoz torténd kapcsolasat és felhasznalasat a PP1
tisztitdsdra. Kisérleteink arra irdnyultak, hogy az irodalomban leirt médszer mdédositasaval
mikrocisztin affinitas oszlopot készitsiink és azt felhasznaljuk a vézizom PP1, tisztitasira.
Eredmények

Az antigén peptidek kivilaszidsa és a termelédo antitestek ellenérzése

PP1. és PP2A, specifikus peptid szekvencidk

N-termindlis szekvencidk belsd szekvencidk C-termindlis szekvencidk
PPl. :'MADIDKLNIDSIIQRLLE’-'“DLOSMEQIRRIMRPTD "’ -*'’SGRPVTPPRTANPPK "
PP2A. : ' MDEKAFTKELDOWIEQLN' -’ SIDTLDHIRALDRLQE " > RGEPHVTRRTPDYFI'"

PP1. izoenzimspecifikus peptid szekvencidk

PPl P KPSER-KAKY-QYGGLNSG-RPVTPPRT-ANPPKKR’"
PP1., ¥ RPADKNRKGKYGQF SGLNPGGRPITPPRNSAKA -KK"*’

1. dbra. Specifikus aminosav szekvencidk kivalasztasa antipeptid antitest elGallitasara.

Az antitestek elGallitdsdhoz az enzimek szekvencidjdbél olyan peptid szakaszokat
vélasztottunk ki, amelyek a kiilonboz8 enzimekben, illetve izoenzimekben eltéréek. Ilyen peptid
szekvencidkat a termindlis szakaszokon, illetve a fehérjék bizonyos bels§ régidiban taldltunk (1.
dbra). Az é4brdn aldhtzéssal jelolt peptid szakaszokat haszndltuk antigénként. A peptideket
szint€zistik sordn polilizin vazhoz kapcsoltdk, igy a prepardtum kozvetleniil felhasznalhat6 volt

immuniz4lasra.
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Foszfatdz specifikus antitestek tisztitdsa tyiik tojasbol

Az antitestek tisztit4sa sordn elé’sziif a szikgolyét (tojés sarga) azonos térfogatd pufferrel
higitottuk, majd az igy kapott oldathoz két térfogat kloroformot adtunk. Osszerazas és a kiilonbozs
fazisok szétvalasa utdn az immunglobulinokat a vizes fAzisbol izolaltuk. A részlegesen tisztftott
antitesteket fenil-Sepharose | oszlopra vittiikk (ﬁzibl(’)giés foszfat pufferben), melyr6l az
immunglobulinok desztilldlt vizzel eludlhatok. A tisztitds utolsé 1épéseként affinitds
kromatografiat alkalmaztunk. Az antigénként hasznélt peptidekkel kapcsolt Sepharose matrixon
megkotddott specifikus antitesteket a pH 2,5-re val6 csokkentésével eludltuk (Hassl és Aspock,
1988, Gassman és mtsi, 1990).
Az antitestek specificitisa és felhaszndldsa a foszfarézok kimutatisdra

Kiilonb6z8 mintdkban megvizsgaltuk a PP1. és PP2A, enzimek jelenlétét. Erre a PP1, C-
termindlis és PP2A.; N-termindlis peptidszakasza ellen termeltetett antitesteket hasznéltuk fel.
El6szor kiilonbozd fajok foszfatdzait hasonlitottuk Ossze, emlGs6kbll szarmazé szovetek (nydl
vazizom, borji trombocita), valamint Neurospora crassa és Medicago sativa kivonatok
felhasznaldsdval. A 2. abran lithaté, hogy az emlGs foszfatazok szekvencidja alapjan tervezett
antipeptid antitestek specifikus keresztreakci6t adnak az emlSs szovetekbSl szdrmazd
kivonatokban 1év§ foszfatémkkél, de nem adnak jelet a N. crassa és a novényi kivonat
foszfatazaival. Ismert azonban, hogy aktivitdsmérések alapjan a novényi és N. crassa kivonatok
tartalmaznak PP1 és PP2A enzimeket. Eredményeink arra utalnak, hogy a novényi és a N. crassa
PP1 és PP2A katalitikus alegységek szekvencidja részben eltér az emlSs szovetekben taldlhat6
enzimektsSl, amit kezdeti kldénozasi adatok is aldtdmasztanak (Dombradi és mitsi., nem kozolt

eredmények, Yatzkan és Yarden, 1995).
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PP1. specifikus antitest PP2A. specifikus antitest
2. dbra. Kiilonbozs fajok foszfatazainak vizsgalata immunoblotton.

Az antitesteket felhaszndltuk a kiilonboz8 szubcelluldris frakciokhoz ko6t6dS foszfatazok

tipusainak a azonositéséra is. A glikogén anyagcsere szabalyozédséaban elsGsorban a PP1. vesz részt,
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ugyanis a glikogén partikuldkhoz kot6d6 foszfatdz aktivitdsmérés €s specifikus inhibitorokkal
torténd gétlas alapjan PP1-nek bizonyult. Eléfordulhat azohban, hogy a PP2A inaktiv forméaban
jelen van a glikogén pelletben. Ezért immunol6giai mGdszereket alkalmaztunk a PP1. és PP2A.
megoszlasanak vizsgélatara (3. 4bra). M4j kivonatban és a citoszolban egyarént jelen volt a PP1.és
a PP2A., azonban a glikogén pellet frakciéban csak PPlo-t tudtunk kimutatni Western blot
technik4val, ami megerGsiti az aktivitdsmérés alapjan levont kovetkeztetéseket.

PP1. elleni antitest PP2A, elleni antitest
3. dbra. PP1 és PP2A lokalizdcioja patkany maj szubceelluldris frakci6iban.

PP1, tisztitdsa mikrocisztin affinitds kromatografidval

A mikrocisztin kozvetleniil nem kapcsolhaté CNBr-aktivédlt Sepharose métrixhoz,
azonban ha a mikrocisztin dehidroalanin komponensén talalhat6 kettGs kotésre aminoeténtiolt
addicionéltatunk a kapcsolas Iehet6vé vélik az djonnan beépitett szerkezeti 1ész

aminocsoportjin keresztiil (4. dbra).

4. dbra. Mikrocisztin és aminoetdntiol addiciéja (Moorhead és mtsi., 1994).

Az irodalmi leirds szerint végzett atalakitasi kisérleteink nem jartak sikerrel, igy a
reakcidelegyet €s a reakci6 korilményeit médositottuk. Az eredeti lefrdsban szerepld DMSO

a reakcié Kkoriilményei kozott oxiddlhatja az aminoetantiolt, mintegy “kivonva” a
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reakcidpartnert a kozegb$l, ezért ezt a komponenst kihagytuk. A tdl alacsony pH az
addicionédl6dott termékek lehasaddsét okozhatja, igy az eredetileg javasolt pH 1,5 helyett a
reakcid végén a pH-t 2-3 értékre csokkentettiik. A mdédositott eljards alapjan sikeriilt a
mikrocisztinre aminoetdntiolt addicionéltatni, majd a képz&dott terméket CNBr aktivalt
Sepharose matrixhoz kapcsolni.

A  mikrocisztin  affinitds oszlopot PP1. tisztitdsara haszndltuk (5. 4bra).
Az oszlopra részlegesen tisziftott nydl vézizom PPI. prepardtumot vittink fel. A PPIi.
csaknem teljes egészében megkot6dott az oszlopon. A kotSdés erGsségét jellemzi, hogy a
foszfatdz az oszloprél 0,6 M NaCl oldattal nem, csak 3 M KSCN oldattal eludlhat. Az
Osszegytjtott  affinitds  tisztftott PP1.  frakcidk  tisztasdgdt  SDS-poliakrilamid

gélelektroforézissel ellendriztik.
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5. dbra. PP1, tisztitasa mikrocisztin affinitas kromatografiaval.

PP1.. elleni antitest PP1. elleni antitest PP2A. elleni antitest

6. dbra. Nyl vazizombdl tisztitott PP1. vizsgalata Western blottal.
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Western blot analizissel azonositottuk a mikrocisztin affinitds kromatografiaval nyul
vazizombo6l tisztitott fehérjét. A 6. dbran lathat6, hogy a nydl vazizombdl tisztitott fehérje
keresztreakciét adott a PP1.-re specifikus antitestekkel, de nem mutatott keresztreakciot a
PP2A.-ra specifikus antitesttel. Az izoenzimspecifikus antipeptid antitcsfek felhasznalasa
esetén pedig mind a PP1.,, mind a PPl specifikus antitesttel keresztreakciét kaptunk, ami
arra utal, hogy a védzizom katalitikus alegység prepardtum legaldbb kétféle izoenzim
keveréke. A mikrocisztin affinitds kromatografia tehat alkalmas a PP1. homogén formaban
torténd elvalasztisara. A médszer igéretes lehet a katalitikus alegységek olyan sejtekbsl vagy
sejtkompartmentekb8l valé elvélasztasara, ahol viszonylag alacsony koncentraci6ban
fordulnak el6. A mikrocisztin kromatografia médositasdval a foszfatdz alegységek, ill. maés,
er&sen kot6d6 szabalyoz6 fehérjék (inhibitorok, aktivatorok) is izolalhat6k lehetnek.
Osszefoglalds

A fehérjék foszforildcibja a sejtfolyamatok fontos szabalyozasi mechanizmusa, ezért a
foszforildciét katalizdl6 protein kinazok és a defoszforilacidt katalizdlé protein foszfatdzok
jellemzése a biokémiai kutatasok idészerd probléméja.

Kisérleteink célja a protein foszfatdaz-1 (PP1) és 2A (PP2A) enzimek Kkatalitikus
alegységeinek kimutatdsira €s megkiilonboztetésére alkalmas antitestek elGallitdsa volt. A
PP1. és a PP2A. aminosav szekvencidja hasonld, ezért az egyes enzimekre jellemzs§
peptidszakaszokat hasznéltuk antigénként. A polilizin hordozéhoz kapcsolt peptidekkel
tytkokat immunizéltunk és az ellenanyagokat tojassargajabol izolaltuk.

Kidolgoztunk egy olyan tisztitési eljarast, amely alkalmas az immunglobulinoknak az
asszocial6dé lipidektSl torténd elvalasztasdra (ugyanis a lipidek jelenléte az ellenanyagok
nem-specifikus  kot6dését eredményezi). A  kiilonboz8 tisztitdsi eljardsok  koziil
legeredményesebbnek a tojdssarga kloroformmal torténd lipidextrakciéja utdn a vizes
fazisban marad6é immunglobulin-lipid komplex fenil-Sepharose oszlopon torténd elvélasztisa
bizonyult. Az antitest tisztitds utols6 1épése a CNBr-aktivélt Sepharose-hoz kotott antigén
peptiddel torténd affinitds kromatografia volt.

Elgallitottunk a PP1 és a PP2A katalitikus alegységeire specifikus, az enzimek C-
termindlis, N-terminélis, valamint bels6 peptidszakaszét felismer§ antitesteket. Az antitesteket
sikeresen alkalmaztuk a kiilonb6z8 szovettipusokbdl szarmazé PP1 és PP2A enzimek
azonositaséra, valamint az enzimek szubcelluldris megoszlasanak vizsgalatidra immunoblottal.

Az irodalomban lefrt médszer médositasaval sikeriilt a foszfatdzt gatlé mikrocisztint
atalakitani €s a modositott mikrocisztint CNBr aktivalt Sepharose matrixhoz kapcsolni. A
mikrocisztin-Sepharose affinitds kromatografiaval homogén PP1. enzimet 4llitottunk el8 nyul
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véazizombdl. ElGéllitottunk a PP1., és a PP1.s izoenzimekre specifikus antipeptid antitesteket,
amelyekkel kimutattuk, hogy a nyudl vazizombdl izolalt katalitikus alegység mindkét
izoenzimet tartalmazza.
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CSERNOBIL: 10 EV UTAN*

Koételes Gyorgy
Orszagos “Frédéric Joliot-Curie” Sugarbiologiai és Sugaregészségiigyi Kutaté Intézet és a “Haynal
Imre” Egészségtudomanyi Egyetem Sugaregészségiigyi Tanszék, Budapest

Az 1986. 4prilis 26-4n bekovetkezett csemnobili atomerdmiivi baleset tizéves évforduloja
kapcsan szimos nemzetkézi és hazai szervezet jarult hozza a redlis kép kialakitasihoz. Ezt illusztralja
az 1. tablazat a tizéves évforduld kapcsin megrendezett fobb szakmai konferenciak felsorolasaval
Lathat6, hogy a kiillénbozd szintli és csoportosulisa nemzetkozi szakértok mennyire igyekeztek a
rendelkezésre allo adatok, mérések, modellek révén objektiv értékelésre jutni. Ennek ellenére a
szenziciohajhiszasra, panikkeltésre, vagy az atomerdmifiellenes érdekcsoportok igyekezetének
timogatasira hangolt irott és elektronikus sajté tovabbra is a magukat szakértnek kikialtott
személyek véleményét, allispontjat visszhangozzik, kozvetitik. A Nemzetkoézi Atomenergia
Ugynokség nagy konferencidja a bécsi Der Standard karikaturdja szerint /1. dbra/ a szdnyeg al4
soporte a felvetett kérdéseket. A jelen kozlemény a szakértdi konferencidk alapjan kivan a fobb
tanulsigokrol tomor osszefoglalast adni, hogy ezek a magyar értelmiség minél t6bb rétegéhez
eljussanak .

= £ CSERNGBIL EVFORDULGJA N, 2

Az esemény

A csernobili atomerdmi 4. szamu
reaktorat 1986. aprilis 25-én az elGirt
karbantartasi munkalatok miatt le akartak
allitani. Ennek kapcsan elhataroztak, hogy
megvizsgaljak: a leallitas soran a turbinak
termelnek-e még elegendd aramot egy e- -
setleges balesetnél a reaktor hiitérend-
szerének és a vészhelyzeti berendezések-
nek a mikodtetéséhez, amig a vészhelyzeti
energiaszolgaltatast biztositod dieselmo-
torok beindulnak. Sajnos ezt a kisérletet
nem készitették eld kellden, s nem volt

informaciocsere és koordinacio6 a kisér- 1. 4bra. Az osztrak Der Standard karikattrija
letet végzok és a reaktor biztonsagos mii- a Nemzetkozi Atomenergia Ugynokség bécsi
kodtetéséért felelos személyzet kozott. konferenciajarol

Igy a kisérletezok szimos olyan miivele-

tet iktattak be, amelyek a veszélyes helyzet kialakulasahoz vezettek. Ezen emberi tényezdkén kiviil,
amit a “biztonsagi kultira hiAinya”-nak is neveznek, a reaktor tervezésében is voltak olyan
elégtelenségek, amelyek lehetové tették az erdmil instabilla valasat és fogékonysagit a
kontrollathatatlansigra mikaodtetési hibakat kovetden. Az emberi és miiszaki tényezdk kombinacidja
egy hirtelen és szabalyozhatatlan energia “megugras™t eredményezett 1986. aprilis 26-an 1 ora 24
perckor, kémiai robbanas kévetkezett be és a reaktor sulyosan megsériilt. A kovetkezményeket
sulyosbitotta az ebben a reaktortipusban alkalmazott grafit moderator, amely mas anyagokkal egyiitt
langra lobbant és a hotermelés révén hozzijarult a radioaktiv anyagok teriiletileg széleskérii és
idoben elhuzodo kiszabadulasahoz, szétterjedéséhez a légkorben.

*A szerkesztdség felkérésére irt attekintd kozlemény
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1. Tablazat
A csernobili atomerdmivi baleset 10. évforduldja alkalmabol rendezett fobb szakmai konferencidk

Egészségiligyi Vilagszervezet | 1995. november 2-23. Genf | Health Consequences of the

/WHO/ Chermobyl and other Radiological
Accident

OECD  Nukledris  Energia | 1995. november, Parizs Chernobyl: Ten Years on

Ugynékség /OECD/NEA/ Radiological and Health Tmpact

Eurdpai Kozosség /EU/ 1996.  marcius 18-23. | 1* International Conference of the

Minszk European Union, Belarus, Russian

Federation and Ukraine on the
Consequences of the Cherncbyl
Accident

Magyar Tudomanyos Akadémia, | 1996. marcius 25-28. A csemobili atomerémivi baleset

Orszagos Atomenergia Bizott- | Budapest tanulsagai 10 év tavlatabol

sag, Haynal Imre Egészségtudo- OKI hdzinyomda kiadvénya

minyi Egyetem Sugiregészségii- 1996.

gyi Tanszék, E6tvos Loérand Fi-

zikai  Tarsulat Sugarvédelmi

Szakcsoport, Magyar Biofizikai

Tarsasag Sugarbiologiai Szak-

csoport, Magyar Nuklearis Tar-

sasag

Nemzetkozi Atomenergia | 1996. aprilis 1-3. Bécs International Forum on Nuclear

Ugynokség és az ENSZ Safety Aspects of RBMK

Humanitarius Ugyek Foosztalya | - Reactors

Nemzetkozi Atomenergia | 1996. aprilis 8-12. Bécs One Decade After Chemobyl:

Ugynokség /IAEA/ és EC, Summing up the Consequences

UNDHA, UNESCO,

UNDP,WHO

A csemnobili atomerdmifl reaktorai un. RBMK - tipusnak, ez a nagyteljesitményi, csatomna-
tipust reaktor orosznyelvii elnevezésének réviditése. Szamos miiszaki és gazdasigi elonyiik van, de
nuklearis biztonsiguk kisebb, mint mais reaktortipusoké. Jelenleg is 15 RBMK miikodik a
Szovjetunié utoédallamaiban, Oroszorszagban 11, Ukrajnaban 2 és Litvanidban 2. Ezek biztonsagat
azlta igyekeztek jelent®sen javitani /lasd az 1. tablazatben felsorolt egyik nemzetkozi konferencia
témajat/. A csernobili atomerdmil 1. és 2. szamu reaktorat 1970 és 1977 kozott épitették, a 3. és 4.
szAmuak 1983-ban lettek készen. Két tovabbi ugyanilyen reaktor volt épités alatt a robbanas idején a
helyszinen.

Radionuklidok kiszabadulasa, eloszlasa és lerakddasa a komyezetben

A légkorbe kiszabadulo radioaktiv anyagok, a reaktor radioaktiv anyag-leltaranak mintegy
4%-a gazok, aeroszolok és fiitdelem részecskék formajaban keriiltek ki a reaktorbol 10 napon at. Ezt
az elhuzodé iddtartamot, valamint a radioaktiv anyagok mintegy 1 km-es magassagba jutasat foleg a
grafit-tiz okozta, amelyet nehéz volt oltani. Igy a radioaktiv felhd és az abbol szirmazé radioaktiv
anyag kihullasa joforman az egész északi féltekét érintette, bar jelentds szennyezddés a korabbi
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Szovjetuni6t kivéve csak Furépa egyes részein volt mérhetd. A szennyezddés mind a talajon, mind a
taplaléklanc elemeiben mennyiségileg igen véltozo, eloszlasa heterogén volt, amit a radioaktiv felhd
vonulidsa mentén eldfordult esdk is befolyasoltak. A baleset soran a légkérbe keriilt legnagyobb
mennyiségii radioaktivitis a cézium-137-t61 (85 Pbq), jod-131-t6l (1760 Pbq) és xenon-133-tdl
(6500 Pbq) szarmazott. A talajszennyezddés mértékét és arimyait szemlélteti néhany szimadat a
Csernobil komyéki és a hazai viszonyok kézott /2. tablizat/. A helyszinen a tablizat adatait
meghaladéan 3100 km® szennyezettsége nagyobb volt, mint 1500 kBg/m® és 103 000 km” -en volt a
¥'Cs szennyezettség 40-200 kBq/m’ kozott. A nagyfoka heterogenitis miatt az elsd 2 évben a
hatésagok a talaj radioaktiv szennyezddésének osztalyozasat vezették be, nevezetesen:

- alkalmi ellendrzés zéndja. 40 és 550 kBg/m® (1-15 Ci/km®)

- 41landé ellendrzés zéndja 550 kBg/m’ és 1.5 MBg/m” (15-40 Ci/km’)

- szigorti ellendrzés zondja 1.5 Mbg/m’ felett (t5bb mint 40 Ci/km®). )

Hazankat a szennyezddés két hullimban érte el. Az elsé kibocsatas, amely Csemobiltél E-
ENy-i irsnyba indult el, Skandinividn, Lengyelorszagon és Csehszlovakiin at érkezett hazéinkba
aprilis 29-én, és foleg az orszig északi, északnyugati részén mosodott ki 29-én, 30-an és majus
elsején. A masodik nagyobb felhd, amely D-i iranyba indult, majus 7-én érkezett hozzank Romaniin
és Jugoszlavian at, és a majus 8-i kiados estk mostak ki a 1égkorbdl a talajra, beleértve a legeloket is,
amely a tej taplaléklanc miatt fontos sugarterhelési tényezo.

A balesetet kévetd korai idoszakban a 8 napos felezési ideja *'I lebomlasa utin a 'Ru és
1¥mTe izotopok koncentracidja volt a legnagyobb. Néhany hét milva a cézium radioizotépok valtak
dominanssa. A feliileti koncentracié tekintetében a legnagyobb értéket a *’Te érte el (60 kBg/m’) a
baleset korai fizisaban, a "*'I maximalis értéke 20-30 kBq/m’ kozott valtozott majus elsd hetében. A
hosszii tdvon meghatarozé ’Cs feliileti aktivitaskoncentraciéja 1-10 kBg/m’ értékek kozott volt.

Osszehasonlitisul: ez az érték az Alpokban és Dél-Németorszagban 40-60 kBg/m® volt,
Skandinavia egyes teriiletein pedig 100 kBq/m’t is elért. A korabbi szovjet koztarsasagok egyes,
folyamatosan lakott teriiletein a feliileti szennyezodés értéke elérte, helyenként meghaladta az
1 MBg/m’ értéket. .

2. Tablazat
A talaj cézium-137 szennyezettségének kiterjedése

Orszag Szennyezés Kiterjedés Erintett lakossag
kBg/m’ km? millio

Fehéroroszorszagban ~ >37 38400 2.2

Ukrajnaban >1.85 2100 0.235

Oroszorszagban >37 56 800 : 2.2

Magyarorszagon az értékek 1-100 kBq/m’ kozott voltak igen heterogén eloszlasban

Egészségi artalmak a helyszinen

A robbanas és az elsd radioaktiv kibocsatas 31 ember halalat okozta, ebbol 28-at okozott
sugirbetegség, egyet égés és egyet a romok temettek maguk ald, egy pedig korhazban kezelés
kozben szivinfarktust kapott. A jelenlévok - tiizoltok, balesetelharitok - kozil 499 személyt
szallitottak korhazba, koriiliik 134 személynél diagnosztizaltak heveny sugarbetegséget. Ebbol a
csoportbdl az elmilt 10 évben tovabbi 14 személy halt meg, de csak néhiny eset tulajdonithaté
sugarartalomnak. A tobbinél egyéb halalok - szivinfarktus, baleset, stb. - szerepeltek.

A sugarbetegség mint un. determinisztikus biologiai hatas dozisfiiggését a sugarbetegek
csoportositasiaban a 3. tablazat mutatja be azaz, hogy hanyan kaptak kiilonb6z6 sugirdozist és ezek
koziil hanyan haltak meg, ill. hanyan élték til a sugarbetegséget.
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3. Tablazat
Akut sugirbetegség miatt a helyszinrol korhazba szallitottak szama

Becsiilt sugardozis Betegek szama Halalesetek szama
Gy

6-16 21 20

4-6 21 7

2-4 55 1

<2 140* 0

Osszesen 237 28

x A pontosabb klinikai vizsgalatok ebbdl a csoportbdl csak 37 személynél igazoltak enyhe
sugarbetegséget

Eset/ 106 g_verek

40

g feh@roroszorszag
O Ukrajna )
3 Qroszorszag”

20 PR ——

86 87 88 89

91 92

2. abra. A gyermekkori pajzsmirigyrak gyakorisaganak névekedése a legszennyezettebb teriileteken

Késoi egészségkarositasi kovetkezmények a Szovjetuni6 érintett utddallamaiban

A tiz év soran - illetve az utébbi 5 évben - az egyetlen ‘“kiugré” jelenség a
Fehéroroszorszigban, Ukrajnaban és Oroszorszag egyes részein a pajzsmirigyrak elofordulasi
gyakorisaginak novekedése kiilonssen a gyermeknépességben. 1995 végéig mintegy 800 esetet
regisztraltak /ezen belil 400-at Fehéroroszorszagban/ 15 éves kor alatti gyerekeknél
Fehéroroszorszig Gomel regiojaban a jelenlegi gyakorisag 100 eset/10° gyerek/év, ez az érték
magéaban Fehéroroszorszagban a nem szennyezett részeken 14,6. A kovetkezd évtizedekben még
tovabbi esetszim gyarapodas varhatd azok kozott, akik 1986-ban - a baleset idején - gyerekek
voltak. A becsiilt varhaté érték néhany ezer eset, de természetesen ebben a becslésben nagy
bizonytalansdg van. Meg kell azt is emliteni, hogy megfeleld kezelés esetén ennek a betegségnek a
halalozasi aranya kicsi. Mindeddig 3 gyerek halt meg pajzsmirigyrak kovetkeztében A gyerekkori
pajzsmirigyrakos esetek szamanak novekedését €s tendenciajat a 2. abra szemlélteti.

Fehéroroszorszig Gomel térségében a tobb mint 32 000, a baleset idején 0-7 éves kori
gyerek pajzsmirigy dézisinak becslésénél ilyen nagy értékeket is talaltak: 300 gyereknél 10-40 Sv-t,
3100-nal 2-10-ig Sv-t, 13 900-nal 0.3-2 Sv kozotti értékeket.
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A pajzsmirigyrak gyakorisiganak névekedésén kiviil mas rosszindulati daganatok esetében
nem észleltek a sugarhatisnak tulajdonithaté, statisztikailag szignifikins eltérést. A sztochasztikus
hatasokra vonatkozd valdsziniiségi tényezok alapjan azonban becsiilhetd az esetleg bekovetkezd
leukémias esetek szama, ami mintegy 200 a 3,7 millios szennyezett teriileteken laké érintett
lakossagban, és 200 a mintegy 200 000-es “likvidator” népességbol, akik a baleseti helyzet, a romok
felszamolasat végezték 1986-1987-ben. A “likvidatorok” szama 10 év alatt 800 000-re ndtt. Mind
enneck a csoportnak, mind a kitelepitett lakossagi csoportoknak a megbetegedési statisztikija a
jovoben valtozhat. A kiilénb6zd csoportok egyedei altal elszenvedett atlagos sugardézis értékre a 4.
tablazat nyujt tajékoztatast.

Hangsalyozni kell, hogy sokféle egészségi artalmat, betegséget észieltek az érintett
Iakossagban, amelyek nem a sugirzas kovetkezményei, de Osszefiigghetnek a balesettel. Igy pl a
szorongis, depresszid, kiilénbozd pszicho-szomatikus tiinetek. Kivaltd okaik kozott a baleseten
kiviil nyilvanval6an szerepet jatszottak és jatszanak a tarsadalmi valtozisok - pl. a Szovjetunid, mint
szovetségi 4llami szerkezet felbomlasa, az ezzel jar0 gazdasagi, tarsadalmi és politikai
kovetkezmények, kériilmények.

4. Tablazat
A csernobili atomerdmiivi baleset kdvetkeztében kitelepitett lakossagi csoportok, illetve az elharitasi
és eltakaritdsi munkikban résztvevd un. ‘likviditor” csoportok egyedeinek atlagos sugardozis
értékei

Kitelepitettek
1985. augusztus 116 000 o > 50 mSv
6 800 fo > 100 mSv
1995. augusztusig 210 000 fo > 50 mSv
“Likvidatorok™
1986-87-ben 200 000 fo
10 év alatt 800 000 fo
atlagdozisok 100 mSv
20 000 fonél 250 mSv
4000 fonél 500 mSv

Dézis-hatas osszefliggések, az egészségkarositas kockazatanak becslése

Az ionizdld sugarzasok biologiai hatasainak mértéke és jellege elsdsorban a sugarzas
dézisatol, fajtajatol, a besugarzott szerv, vagy szovet sugirérzékenységétol, valamint a bioldgiai
valaszreakciok nagy valtozatossagatol fligg. Az a dozistartomany, amelynek hatasat ismerniink kell a
biztonsigos sugarzs alkalmazas érdekében, 107 és 10” Sv kozott van, tehat 9 nagysagrendet fog at.
Nyilvanval6, hogy & biologiai vélaszok jellegét, kockézatit, silyossigit mar csak ez az egy
mennyiségi tényezd is megszabja, s ennek megfeleloen a szinte jelentéktelen kockazattol a silyos
- sériilésekig kell attekintést nyerniink. Az orvosi, ipari, mezdgazdasagi, kutatasi sugirzisalkalmazis
kockazatanak becsléséhez, mais kockazatokkal vald osszehasonlitisdhoz, a valds kockazatok
tudatositasahoz ezuton lehet kézeliteni.
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3. abra. Az jonizald sugirzis sztochasztikus és determinisztikus biologiai hatdsainak dézis-hatas
Osszefliggései

Sugirvédelmi szempontbdl az ionizalé sugirzas biologiai hatasait két csoportba soroljuk,
nevezetesen a sztochasztikus és a determinisztikus jellegiiekre. A sztochasztikus - statisztikai
valGsziniiség szerint megjelend - hatasok jellemzdi: az elnyelt dozis névekedésével egyenes aranyban
nd a hatas valosziniisége, nincs “kiiszobdoézisa”, azaz minden dozis mellé rendelhetd egy bizonyos -
barmilyen kicsi is - valosziniiség (3. abra). Iyen hatdsok a rosszindulati daganatképzddés és az
orokletes (genetikai) karosodasok megjelenése. A hatas kifejlodésének folyamata mindkét esetben
egyetlen sejtbdl indul ki, azaz rosszindulati atalakulasbol (malignus transzformacio), illetve az
ivarsejt biologiai kodrendszerében bekovetkezett valtozasbol (mutacio). A folyamat a rosszindulat
daganatképzddés esetében néhany évet - évtizedet vehet igénybe. A genetikai hatasok az utédokban
jelenhetnek meg, de emberi népességben sugirexpozicionak tulajdonithaté genetikai hatdst még nem
mutattak ki. AT :

A rosszindulatii daganatképzddés a sejt atalakulasatol a daganat klinikai megjelenéséig igen
hosszadalmas, oOsszetett, soklépcsds folyamat. Ezt sejtbiologiai, széveti, szervezeti tényezdk
befolyasoljak akér a daganat megvaldsulisa, akar eltiintetése iranyaban.

A sztochasztikus hatdsok elofordulasinak valdszinliségi tényezdit a Nemzetkézi
Sugéarvédelmi Bizottsdg 1990-ben elfogadott és 1991-ben kozzétett kozleményében a 5. tablazaton
feltiintetett értékekben hatirozta meg. Mindezek figyelembe vételével lehet becsiilni a varhaté késoi
sztochasztikus hatasok kockazatat, egyes népességcsoportokban, ha ismerjitk az atlagos egyéni
sugardozisok mértékét.

‘ A valdsziniiségi tényezdkkel egy lakossagi csoport adott dozist sugarterhelése kockazatanak
becslésénél lehet szamolni, élni, de ,nem visszaélni, azaz az eredd értékeket legfeljebb
valosziniiségnek és nem bizonyossagnak kell tekinteni. »

A determinisztikus sugarhatasok éltalinos jellemzdi: egy bizonyos dozis, a “kiisz6bdozis’
felett jelennek meg, stlyossaguk fiigg az elnyelt dozis mértékétdl, a dozis-hatas osszefiiggést egy “S”
alaka gorbe fejez ki (3. abra).

Determinisztikus sugarhatés korébe tartoznak az akut, nagy dozis okozta sériilések és az akut
sugarbetegség kiilonbozo tiinetegyiittesei, azaz a csontveld, a gyomor-bélrendszer és a kozponti

Y
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idegrendszer ill. a vérerek kirosodasabol szarmazé kérformik. Az eldidézd sugirdozisok 1 Sv
felettiek (4. abra).

Sv
10!
[ sugarbetegség tiinetegyiittesei
10°
o hematologiai tiinetek
J biolégiai modszerekkel kimutathaté tébbletddzis
10
e évi foglalkozasi doziskorlat
107
102] o évi lakossagi sugarterhelés természetes forrasokbol
e évi lakossagi doziskorlat
évi atlagos terhelés orvosi alkalmazasoktol
10"
10°
o drankénti d6zis személyszallito repiilogépen
10°
évi lakossagi tobbletterhelés a PARt kozelében annak szabalyos
miikodésétdl
107

4. ibra. Az ionizal6 sugarzas kivaltotta biologiai hatasok dozistartomanyanak 6sszehasonlitasa

5. Tablazat
Sztochasztikus hatasok el6fordulasanak valoszinliségi tényezdi az ICRP Publ. 60. (1990) alapjan

Karosodas (107 x Sv')

végzetes nem végzetes sulyos orokletes  Gsszesen
rosszindulatd rosszindulati hatasok
daganat daganat :
felnott munkavallalok 4.0 0.8 0.8 5.6
egész lakossag 5.0 1.0 1.3 7.3

A hazai lakossagi sugarterhelés mértéke és az egészségkarositas kockazatanak becslése

A hazai szennyezettségi viszonyok szintén igen eltérdek voltak teriletrdl-teriiletre. Ennek
megfeleloen a lakossig nem egyenloképpen exponalodott. A balesetet kovetd korai iddszakra
vonatkozo sugarzasi viszonyokat mutatja az orszag térképére vetitve az 5. abra. A 123 szabad
helyszin dozisteljesitményének szamtani kozépértéke 1986. majus - jinius kozott 26%-kal volt
magasabb, mint a megel5zo év azonos iddszakaban.

Megillapithato, hogy a balesetet kovetd elsd évben szabad helyszineken a domstehesxtmeny
kozépértéke a megelozo harom évhez viszonyitva Eszak-Dunéntilon 40%-kal, Dél-Dunantilon és
Eszak-Magyarorszagon 26%-kal, a Duna-Tisza kozén és Tiszantlon 12%-kal volt nagyobb. 1988-



183

ban a novekmény durvan a felére csokkent. 1992-t kovetden mar csak egyes, szennyezettebb
helyszineken nagyobb, mint a természetes hattér ingadozasa.

A hazai lakossag sugarterhelését is foleg a "’ Cs, a '** Cs és a ™' I izotépok hozték létre. A
kiilsd sugérterhelést a *" Cs és a '** Cs okoztik, mig a belss terhelést a két cézium izotép és *' L A
kiilsd sugarzasbol a varosi komyezetben éloket atlagosan 150uSv tobbletterhelés, belsd sugarzasbol
atlagosan 90uSv érte. A falun €l6k belsd terhelése kb. ugyanilyen érték, mig a kiilsd terhelés a
vérosinak mintegy kétszerese, azaz atlagosan 300uSv. Az orszag egész lakossigira a siilyozott
atlagérték ezek alapjan kiilsd sugarzasra: 225uSv, bels6 sugarzasra: 90uSv, azaz kereken 300uSv.

Ha tehat a fentiekben emlitett kockazati értékeket vessziik alapul, és a baleset kévetkeztében
a hazai lakossig 4tlagos sugirterhelését 0,3 mSv-nek vessziik, az egész lakossag (10’ személy)
végzetes kimenetelii rosszindulati daganatképzésnek valosziniisége:

3 x10™ Sv x 10" személy x 5x107 Sv™ valészinfiség = 150 daganatos megbetegedés
a daganat kifejlodésének mintegy 10-30 éves lappangasi idGtartama alatt, tehat évente mintegy 5-15
eset. Ezen kockdzat mértékének megitéléséhez azonban azt is tudni kell, hogy évente a hazai 10
millios lakossagbol atlagosan 30.000 ember hal meg a kiilonbozd eredetii rosszindulati betegségek
miatt. A 6. tabldzatban lathato a sajnalatosan emelkedd tendencia, ami mar a csernobili baleset elott
kezdodott! A hazai lakossagban sem a gyermekkori rosszindulatl folyamatok, pl. leukémidk, sem a
pajzsmirigy megbetegedések statisztikijaban nem volt a baleset kovetkezményeként ériékelhetd
valtozas.
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5. abra. A természetes kormyezeti hattérsugarzas levegoben mért dozisainak novekedése 1986. julius
végéig az orszag kiilonb6zo teriiletein

6. Tablazat

Rosszindulat daganatos halalozasok szama Magyarorszagon:

Ev Férfi N6 Osszesen
1970 12.010 10.629 22.639
1980 15.359 12.578 27.937
1990 17.644 13.577 31.212
1992 : 18.465 14.211 32.676
1993 18.218 14.323 32.541
1994 18.602 14.391 32.993

Népegészségiigy, 76, 22, 1995.
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Kockizat becslés vs. kockazat észlelés

Az ionizalé sugarzasok biztonsigos alkalmazisainak nagy tapasztalaton alapulé kockazat-
becslésén tilmenden van egy sajitos tirsadalmi vonatkozisa, nevezetesen a kockazat valds és vélt
értékei eltémek egymastdl. Erre utal néhany adat a 7. tablazatban, ahol egyesiilt allamokbeli és
magyarorszigi didkok kockazatfelfogisa szerepel Nyilvanvalo, hogy a kockazatfelfogis fligg a
képzettségtol, miiveltségtdl, egy adott kultiritdl, propaganditol, stb. Mindenesetre ezek a
felmérések egyértelmiien azt mutatjdk, hogy az atomerdmiivekkel kapcsolatos kockéazatfelfogas
tiilzo, kiilondsen a réntgensugirzas orvosi alkalmazasihoz képest, ami kiilonben mindkét esetben
inkabb alulbecsiilt, holott az utobbitél eredd lakossagi sugarterhelés mintegy hirom nagysagrenddel
nagyobb.

A megfeleld szakembereknek tehit arra kell torekednie, hogy a valés kockézat tudatosodjék
a lakossigban, a témegtajékoztatasi korokben, hogy mis kockézatokkal dsszehasonlitva érzékeljék,
s ha adott esetekben szikséges, dontsenek egy-egy technologia, nuklearis, sugaras technoldgia
alkalmazisarél. Az indokolatlan aggodalmakat igyekezni kell eloszlatni. :

Még megvalaszolatlan kérdések, tovabbi feladatok

Miiszaki szempontbdl emlitésre a legérdemesebb a sériilt reaktort a kémyezettdl elkiilonitd
beton épitmény, a “szarkofig” éillapota, ennek valtozisa. Sziikségesnek latszanak tovabbi Iépések
ennck stabilizilisira, amely nem 4llandé vagy végleges megoldasnak épiilt. Tovabbépitésénél
~ megvan az Osszeroppanas kockéazata, ezzel egyiitt radioaktiv anyag kibocsatas, esetleg a kémyezeti
talajviz szennyezddésének a veszélye. Ezek a kibocsitasok csak a kozvetlen komyezetet
szennyeznék. Az ido folyaman a sériilt reaktorban 1évé hasadéanyag atrendezddése miatt akar
kritikus tomeg is Osszeallhat.

Biol6giai_hatisok szempontjibol részletesebb és mélyebb vizsgalatok csak a legutdbbi
években kezdodtek. Igy a komyezs allat- és novenyvxlagban Vadonéld mezei egerekben a
szennyezett teriileteken magasabb mitokondrialis citokrém b gén mutacié gyakorisigot mutattak ki,
mint a nem szennyezett teriileteken. Ez feltehetden a radiojod és radiocézium szennyezettségnek
tulajdonithat6é, de szimos bizonytalansig van a kérdés “epidemiologidja” vonatkozisiban, pl. a
baleset eldtti gyakorisag, a populacié dinamika ismerete, kémiai mutagének jelenléte. Novényeknél is
nagymérvi pusztulast észleltek nagyon szennyezett teriileteken, a novekedési zonak inaktivalodasat,
anyagcsere zavarokat, citogenetikai és kiilénb6z6 morfologiai elvaltozasokat.

Az emberi egészségkirositis vonatkozasiban az emlitett sztochasztikus, determinisztikus,
valamint pszichoszomatikus hatasokon kiviil Gjabb kutatasi-felmérési eredmények is kezdenek
napvilagot latni.

Ugy timik, hogy a szennyezett teriileten él5 gyerekek kozott kissé emelkedett egy
lataszavarokat nem okozd, hatsétok alatti szemlencse elvaltozas is, amely emlékeztet a sugirzas
okozta halyog megjelenésének korai szakaszara.

Az immunkompetens sejtek mennyiségét, aranyait, funkcioit megvaltozottnak talaltak
nagyszami népességnél, igy a CD4" és a CD5" aktivalast, a CD4'/CD8" aranyit, megemelkedett T
szupresszor/killer aranyt. Ugyszintén emelkedett autoimmun pajzsmirigy gyulladas gyakorisagot
észleltek a radioaktiv joddal erésen szennyezett teriiletek gyereklakossagaban. A p53 tumor
szuppresszor gén mutacio gyakorisag novekedést mérték a pajzsmirigyrakos gyerekekben.
Fehéroroszorszagi gyerekek ivarsejtjeiben mini satellita mutaciokat észleltek, bar ennek nincsenek
ismert egészségi hatasai és nagy a hattérérték is, de mindenesetre a megfigyelés érdekes lehet a kis
dozisok okozta mutagenezis mechanizmusanak megismerésében.
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7. Tablazat

Kiilénbozd egészségkarosité kockazatok valos és vélt besorolasinak dsszehasonlitasa

Tevékenység Valos Vélt Valos VElt
/USA diak*/ /Magyar diak**/

Dohanyzas 1 3 1 1
Alkoholfogyasztas 2 7 2 2
Gépjarmiivek 3 5 3 3
Kézi fegyverek 4 2 7 4
Elektromos aram 5 19 21 5
Motorkerékpar 6 6 6 7
Uszis 7 30 9 19
Sebészet 8 11 10 6
Roéntgen alkalmazas 9 17 25 27
Vasit 10 23

Repiilés 11 15 26 13
Nagy épitmények 12 14 22 18
Kerékpar 13 24 5 15
Vadaszat 14 18 16 22
Haztartasi gépek 15 27 28 10
Thzoltas 16 10 9 12
Rendori akcio 17 8 14 12
Fogamzasgatlas 18 9 13 16
Kereskedelmi repiilés 19 16

Atomenergia 20 1 11 8
Hegymaszas 21 22 29 20
Erogépek 22 28

Iskolai labdarigas 23 26 27 28
Sizés 24 25 15 21
Védooltas 25 29 23 24
Elelmiszer szinezés 26 20 29 19
Elelmiszer tartositas 27 12 25 17
Rovarirtok 28 4

Antibiotikumok 29 21 8 17
Aeroszolok 30 13 20 30

* United Nations Environment Programme (1985) alapjan
** Farag6 K. és Englander T. (1987) alapjan
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A likviditorok széruméban egy mindeddig azonositatlan “klasztogén faktor”-t mutattak ki,
amely emelkedett kromoszoma aberracios értéket tud kivaltani és fenntartani. ,

A felsorolt néhany példa azt mutatja, hogy tovabbi kutatasok és elemzés.ek' szﬁl§s§gesek a
sugarzas kis do6zisai biologiai hatdsinak vizsgélataban. Ugyszintén tovabbi orvog-bmlégm kutatas
sziikséges mnagy dézisok okozta sugarsériilések, sugirbetegségek silyossiganak pontosabb
diagno6zisa, hatékonyabb terapiija érdekében.

Tovabbi feladatok kozétt emlitik a nemzetkézi forumok a kovetkezoket is:

- Szakszerli egészségiigyi-orvosi ellitisban kell részesiteni a talélo sériilteket éveken at és
tudoményos kutatis targyava kell tenni a minél hatékonyabb vészhelyzeti ellatas modszereit.

- Nyilvanvaléva vélt, hogy minden orszigban névelni kell 2 miiszaki és szervezeti felkésziiltséget egy
nagyméretii baleset kovetkezményeinek minél hatékonyabb ellatasara, elharitasara.

- A baleset felhivta a figyelmet szamos szakteriilet fejlesztésének sziikségességére, mint a
reaktorbiztonsig, silyos baleset ellitas, beavatkozasi - intézkedési kritériumok kialakitasa,
vészhelyzeti eljarasok kidolgozasa, informaciokozlés fejlesztése, besugarzott személyek orvosi
ellatasa, ellendrzési médszerek /monitoring/, radiookologiai folyamatok —megismerése,
mezdgazdasagi intézkedések és iranyitas, a nyilvanossag tdjékoztatasa. ,

- Nyilvanvaléva valt, hogy a baleset kovetkezményei hatirokon til is terjednek. Ezért azota is
szAmos nemzetkozi program elinditasat 6szténozte, amit folytatni kell.

Végsd kovetkeztetésként az mondhatd, hogy a modern ipari vilag torténetében mar szimos
katasztrofalis esemény fordult eld a csernobili balesethez hasonlé méretii kovetkezményekkel
Azonban ez a baleset nemcsak sfilyossiga miatt, hanem ionizal6é sugarzas jelenléte miatt jelentdsebb
hatassal volt a tarsadalomra. Nemcsak egészségiigyi kovetkezményekkel jart, valamint fizikai, ipari
és gazdasagi karosodisokkal, hanem hosszi tava kovetkezményekkel is a tarsadalmi, gazdasigi
viszonyokban, 1élektani stressz hatdsokban és a nuklearis energia alkalmazhat6sagaval kapcsolatos
szélsoséges képzetek kialakitdsaban, ami sokaig fennmaradhat. Mindazonaltal a nemzetkdz
kozosség képes volt gyorsan reagélni és levonta a tanulsigot, hogy a jévoben eredményesebben
szembesiiljon hasonlé kihivasokkal, ha egyaltalin egy sulyos nuklearis baleset ismét elofordulhat.

FelhasznAlt és tovabbi tajékozddasra ajanlott irodalom”

‘Becker, K. Tiz év miltin - A csernobili baleset radiobiologiai kovetkezményei, Fizikai Szemle, ﬁ,.
129-132, 1996.

Chemobyl. Ten Years On Radiological and Health Impact. OECD/&NEA, Paris, 1995

Csemobil - 10 év tavlatabol. A Brit Nuklearis Ipar Forum 6sszeallitasanak forditasa. Fizikai Szemle,
46, 133-137, 1996

Die Folgen von Tschernobyl: Was wissen wir 10 Jahre danach;

Bauchinger, M., Bayer, A.. Biko, J.. Grosche, B., Heinemann, G., Hill, P., Hille, R., Hillebrandt, S.,
Karthein, R., Kaul, A., Miiller, W.-U., Narrog, J., Paretzke, H. G., Peters, H. P., Pfob, H., Reiners,
Ch., Sauermann_ P. F., Schnadt, H., Streffer, Ch., Voigt, G., Zitelsberger, H.

Strahlenschutz Praxis, 1, 3-38, 1996

Farag6 Klara, Engléinder T. (1987):

A kockazat észlelése - 6sszehasonlitd vizsgalat amerikai és magyar csoportoknal. in “‘Kockazat és
Tarsadalom”, (Szerk. Véri A.)
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A felsorolt forrasokon kiviil a szerzd készséggel bocsat tovabbi irodalmat az érdeklodd kutatok
rendelkezésére.
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X GERENDAS MIHALY Kossuth-dijas biokémikus-

f ra haldldnak huszadik évforduldjan mint a
Semmelweis OTE Aesculap fotdklubja alapité
B¢ clnokeére és fotdmlvészre emlékeztiink a

§ Farkasréti temetdben.

Felidéztikk szervezoi és mivészi alkotdi
munkdjdt s azt a klubestet is, amelyen nem
hagyomdnyos technikdval készitett szines
diapozitivjainak vetitésekor arra kérte a
b nézoket, adjanak cimet a képsknek. Az e-

s gyik képre egyhangllag a "Magdnyos cédrus"
aldirdst javasoltdk. Gerendds professzor
@ Urtol ekkor tudtuk meg, hogy a képeket pola-
§l rizdcids mikroszkopra szerelt fényképezogép-
B pel készitette s a "Magdnyos cédrus" a C-vi-
¢ taminnak egy cseppje a tdrgylemezen.
: A diaporamdt, a fotdzds Gj kifejezési
B modjdt alapitd elnckink honositotta meg ha-
% zdnkban. Kizdrdlag kristalyképekb6l 4116 és
8 ma is etalonnak szdmitd "Barangolds a mikro-
f kozmoszban" cim( mivét csaknem kétezerszer
mutattak be itthon és kilfdldon nagy siker-
rel. Ezért és iskolateremtd tevékenységéért
| @ Magyar Fotémlvészek Orszdgos Szovetsége
még életében tagjai kozeé vdlasztotta.

Szarvassy Imre
a Fotdklub wezetdje
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HIREK és ESEMENYEK

Beszamolo a FEBS 36. Council Meeting-jérol

A tandcsiilést a 24. FEBS Meeting keretében (Barcelona, 1996. jilius 7-12) tartottdk. A
hdzigazddk tdjékoztatGja szerint a kongresszusnak 1570 résztvevgje volt (a meghivott
eléaddkkal egyiitt). A résztvevdk szdmbeli rangsora a kovetkezd volt: Spanyolorszag (627),
Németorszdg (124), Franciaorszdg (119), Egyesiilt Kirdlysdg (80), Olaszorszag (77),
Magyarorszag (70), Svédorszag (45), stb. A magyar részvétel tehdt igen jelentGs volt, ami
elsGsorban két szervezett tarsasit (MBKE és Richter Rt.) eredménye. Sajnos, a meghivott
elGaddk listajan helyezésiink sokkal szerényebb volt (1 szimpozium és 1 workshop eldado),
ami nem annyira a magyar biokémia gyengeségét, mint inkdbb spanyol kapcsolataink
fejletlenségét mutatja. (EmlékeztetGiil: 1990-ben, a budapesti 20. FEBS Meeting kapcsan a
spanyolok igen nehezményezték, hogy kevés az ibér meghivott...)

1) A FEBS anyagi helyzete szildrd. A netto bevétel 1995-ben 1.079 eDEM, ami
gyakorlatilag azonos, mint az 1994. évi (1.033 e DEM). Félreértések elkeriilése végett: ez a
netto bevétel, ami az 6sszbevétel (3.713 eDEM) és oOsszkiadds (2.634 eDEM) kiilonbsége.
Persze a FEBS non-profit szervezet, igy a bevétel dontS részét alapszabalyaban rogzitett
tevékenységébe vissza kell forgatnia. A bevétel zome tovdbbra is a két folyoiratbdl
szarmazik: Eur. J. Biochem.: 948 eDEM, FEBS Letters: 2166 eDEM; ez a szam az EJB-
-nél kissé magasabb, a FL-nél kissé alacsonyabb, mint 1994-ben volt.

2) Tagok szdma az egyesiiletekben. A jelenlegi 31 FEBS "tagillam" (tagegyesiilet)
rangsordban a 11. helyet foglaljuk el 950 taggal, akik utdn 1996-ban 203 £ ~ 52 eFt tagdijat
fizettiink. Azon tagok utdn is fizetiink, akik MBKE tagdijukat eleddig nem rendezték
(kozel 70%!!). Ez olyan kelet-erurpai szokds, amit a tanicsiilésen mélyen elhallgatok...

3) FEBS désztondijak. 1996 soran 3 rovid tava osztondijat és 1 hosszitdvd osztondijat
nyertek el magyar kutaték. Ez a tobbi orszaghoz képest kozepes részesedés, jo palyazok tobbet
is elnyerhetnének. Kiilonosen a rovidtava Osztondijat (atl. 2 hoénap), amely célfeladatok
elvégzésére szolgdl, észszeri volna jobban igénybevenni. Az orszdg tudomanyos erejét persze
jobban tiikkr6zi, ha ilyen 6sztondijakkal hozzdnk jonnek mas orszagokbdl (igen kedvezd a
dijazas, aki ilyen vendéget fogad, gazdag munkatirshoz jut...). 1996-ban egyetlen ilyen eset
volt: egy moszkvai kutaté jott révid tanulmanyitra Debrecenbe.

4) FEBS tisztségviselgk. Horst Kleinkauf (Németorszag) Meetings Counsellor-i
megbizatésa lejart, utdda a spanyol J.J. Guinovart lett. A Publications Committee &j elnoke W.
Stalmans (Belgium), két j tagja P. Ott (Svijc) és B. Rossignol (Franciaorszig); az Advanced
Course Committee két dj tagja S. Papa (Olaszorszag) és T. Ozben (T ﬁrt')korszég); mint tavaly
jelentettem, ennek a bizottsdgnak tagja Sarkadi Balazs.

5) A FEBS és IUBMB koribban fesziilt kapcsolata enyhiilt (utobb1 inkorporalni akarta
eldbbit), tovabbra is ondlldan szerveznek, de egyeztetik egymaésal a rendezvenynaptart és
kolcsonosen delegiltakat kiildenek egymas kongresszusara.

6) A soronkivetkezé FEBS és IUBMB Kongresszusok listdjit a FEBS Bulletin
tartalmazza. A tagegyesiiletek szdménak szaporodisa folytdn nagy & vetélkedés a tovabbi
osszejovetelek rendezési jogaért. (Nem FEBS Council iigy, de eziiton kozlom a tagsaggal,
hogy egyesﬁletﬁnk megpalydzta a 2003-ban tartandé 19. IUBMB Kongresszus rendezését.
Dontés év végéig varhaté. A dontés eredmenyetol fuggetlenul a palyazas ténye
optimizmusunkat tiikrozi: hissziik, hogy lesz MBKE a jov§ évezredben is...).

Friedrich Péter



189

Az 1996-ban palyazati tagdijat (2.000.-Ft vagy tibb) fizet6k névsora:

Edes Istvan Szeged - Kovécs Judit Budapest
Friedrich Péter Budapest Patthy Laszl6 Budapest
Graf Marta Budapest Sarkadi Baldzs Budapest
Gullner Gabor Budapest Tomcsanyi Tihamér  Pécs
Horvéth Arpad Adacs Tézsér Jozsef Debrecen
Horvath Gabor Budapest Vigh Lasz16 Szeged
Kandra Lili Debrecen

Sem a témdad fontossiaga, Sem tuddsod nagysédga, Nem pdtelhatja

Sem mlszereid teljesitménye, Sem terveid pontossdga Gondolataid eredetiségét és
) Megfigyeléseid élességét.
SELYE JANGS
(1907 - 1982)

ELECTRCE MED
Krt.

S wa

- NIKON Iaboratériumi mikroszképok for- - - Gt Cﬂm)’m"e MWCOP"%«:..«
galmazisa és magyarorszigi szervizképvi- LABOPHOT _ 2
selete. '

- Képanalizitoros-mikroszképos video-
rendszerek, szaktanicsadas.

- Régi tipusi hasznilt mikroszképok
(C.Zeiss-PZO-Roman-stb...) vétele, ela-
dasa, javitasa, karbantartisa.

- Specialis mikroszkop izzok forgalmazasa.
- Feddlemezek, targylemezek, immerzis
o-laj, Biirker-kamra és specialis HIDRO-
BIOS iivegedények, planktonkamrak for-
galmazasa.

1073.Budapest, Erzsébet krt.19.Lem.13.
Tel./fax: 36-1-121-0372
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DOKTORANDUSZOK ELSO ORSZAGOS KONFERENCIA{A A MOLEKULARIS ES
KISERLETES ELETTUDOMANYOK TERULETEN

A Debrecenben 1996. augusztus 28-30. koz6tt megrendezett orszagos konferencidn
a kisérletes és molekuldris bioldgia teriiletén dolgozé doktoranduszaink szdmadra elsG izben
adddott lehetdség, hogy tarsaik és a teriilet hazai miivel6i el6tt beszdmolhassanak eddig elért
eredményeikr8l. A konferencia megrendezését a Debreceni Orvostudominyi Egyetem a
Magyar Biokémiai Egyesiilettel kardltve véllalta és a c€l megvaldsitdsahoz tdmogatdkat is
sikeriilt megnyerniink, igy a Biogal Gy6gyszergydrat, a Boehringer Mannheim GmbH-t, a
Felzdrk6zds az Eurdpai FelsOoktatdshoz Alapot, a Merck Sharp & Dohme Scientific Study
Center-t, az OMFB-t és a Sigma-Aldrich Kft-t. Eziiton is szeretnénk kdszonetet mondani
timogatdinknak, akik felismerték a konferencia megrendezésének jelentGségét. Tavasszal
megjelent felhivasunkra végil is az orszdg szinte minden kutatohelyér6l 185 hallgatd
jelentkezett, koziiliik 149-en tartottak 10 perces eldaddst, melyet 5 perces vita kovetett. Nagy
6romiinkre szolgdlt ez a magas részvételi ardny, mutatva, hogy az elmult években jelentGs
igény alakult ki hasonlé rendezvények megtartdsira. Az el6addsokra hdrom helyszinen
parhuzamosan keriilt sor, Osszesen 24 szekcidban. Néhany szekcid a teljesség igénye nélkiil:
Neurobiol6gia, Patobiokémia, Genetika, Enzimoldgia, Immunolégia, Novénybiologia,
Onkolégia, Biofizika, Mikrobiolégia, Hematolégia, Fizioldgia. A szekcidk vezetésére sikeriilt
elhivnunk az adott teriilet rangos miivelGit, igy a konferencia pératlan lehetGséggel szolgalt
minden fiatal szdmdra az eddig elvégzett kutatbmunka eredményeinek bemutatdsara igazin
értd kozonség eldtt. A taldlkozds oréme, az alkalom, hogy a fiatalok megismerhessék
egymast, remélhetGen nagy jelentdséggel bir a jovot illetSen, hiszen egy-két évtized milva
mar ez a nemzedék fogja meghatirozé médon képviselni ezt a teriiletet a hazai tudoméanyos
életben. Szamos olyan intézmény kepv1se10Jet hivtuk meg, melyek a doktori program
orszdgos szintli irdnyit6i és dontéshozdi, a konferencidn tartott "Férum" keretében
megszolaldsi lehetSséget biztositottunk nekik. A hallgatésdg szdmadra kivald alkalom volt ez
kérdések felvetésére. Jelen volt a Miivelddési és Kozoktatdsi Minisztérium, a Munkaiigyi
Minisztérium, az Orszdgos Akkrediticiés Bizottsdg és a Doktoranduszok Orszdgos
Szovetségének képviselGje is. A tudomdnyos munka finanszirozési helyzetér6l az OTKA, az
OMEB és az ETT képviselGi adtak tdjékoztatast. Kozponti szerep jutott elsGsorban a végzGs
doktoranduszok szdmdra nagyon fontos Osztondij lehetdségek bemutatisara, egyfajta
" Allasborze" megrendezésével. Az egyre boviild lehetdségekrsl a Magyar Osztondij
Bizottsig, a Soros Alapitviny és a Fulbright Bizottsdg képviselSi adtak tdjékoztatdst az
érdekl6d6knek. Rovidesen 6sszefoglald kiadvanyt jelentet meg a DOTE a résztvevdk szdmara
a kiilonbdzd 6sztondij és nemzetkozi lehetSségekrsl. Az alig két és fél napos konferencia
sordn lehet6ség volt a hirom éve beinditott doktori programrdl gy(jtott tapasztalatok
megvitatdsira, a jelenlegi helyzet értékelésére az egész hazai tudoményos élet és sziikebb
értelemben a molekuldris és kisérletes élettudoményok teriiletén. Ebben az évben végeznek
az elsd hallgaték a programban, a programbdl kilépdk sorsinak alakuldsa és a jovo
lehetSségeinek felkutatdsa ezért kiilonosen fontos. Reméljilk, hogy a konferencia résztvevai
kellemesen érezték magukat ndlunk, sikerilt hasznosan tolteni az idejiket Debrecenben, és
rendezvénylink tapasztalatai hagyomanyt teremtenek hasonld taldlkozok szervezésére.

Dr. Fésiis Laszld
a SzervezObizottsag
. elndke
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Elmény(dﬁs)beszémol() a FEBS 24. Kongresszusarsl

A FEBS idei kongresszusdnak jilius 7-12. kozott Katalénia févérosa, Barcelona adott
otthont. A hizigazda, a Spanyol Biokémiai és Molekuldris Biologiai Tarsasig a
Barcelonai Egyetem Biologiai és Kémiai Tanszékét, illetve a kozelben levd Princesa
Sofia Szélloda konferencia termét vélasztotta ki a rendezvény szinhelyéiil. Az Egyetem a
varos észak-nyugati részén, busszal, metréval kénnyen megkdzelithets helyen van. Igaz, a
magas részvételi dijak ellenére sem kaptunk ingyenes heti bérletet a tsmegkszlekedési
jérmivekre, mint a stockholmi FEBS Kongresszus idején (az lehetett a kivétel). En sajnos
a megnyité eseményeirdl lemaradtam, mert repiilGjegyiink koriil adédtak problémak, gy
egy nappal kés6bb érkeztiink. Varosnéz6 tirdink sorén (til szép, hangulatos és élettel teli
varos ez ahhoz, hogy ne lettiink volna ott, amikor csak tehettiik) tobbszor sikeriilt
osszefutni ismerds magyar kollégdkkal, akik egybehangzdan allitottdk, hogy a nyité
fogadds megelégedésiikre szolgalt az Egyetemmel dtellenben taldlhaté Kirilyi Palota
diszkertjében. Altalaban az volt az érzésem, hogy a szocidlis események jél és elegdnsan
szervezettek voltak (pl. a Katalin Zene Palotijanak gyonyoriiséges, szecessziGs
nagytermében rendezett barokk ének hangverseny), a kongresszusi helyszineken viszont
talalkoztam olyan szervezdvel, aki egy sz6t sem tudott angolul.
Elkalandozdsom utdn visszatérve irdsom targydra, a kongresszuson egy nyité és ot
plendris el8adds hangzott el a hat napon. A plenaris el6adasok a kévetkezdk voltak:

Massagué J. (New York): TGFp Family signals: from morphogens to

antimitogens

Schell J. (K6ln): Probing the mechanism of action of old and new

phytohormones

Huber R. (Martinsried): Protein structures at the interface of

chemistry, physics and biology

Klug A. (Cambridge): Protein designs for the recognition of DNA and

gene regulation

Weissmann C. (Ziirich): The role of Prp in prion disease
Az el6addk koziil tobben is évrdl évre, kiilonbozd konferencidkon felbukkané "alland6"
plendris eldaddk, neviik mindséget fémjelez. Példdul a Nobel-dijas Huber professzor a
martinsriedi Max Planck Intézetb8l, vagy a magyar szdrmazasd, hallgatésigat mindig
elszérakoztaté Weissmann professzor. ElGadédsa a prion betegségekrol kiilon aktualitdst
kapott az angliai kerge marha kér utén (6sszefoglaléja a FEBS Letters kiilonszdmaban is
elolvashatd). A Biokémia 1995. decemberi szdmaban ismertetett, a baseli FEBS
Kongresszuson elmondott eredményeit kiegészitette a prion fehérje deléciés mutansaival
végzett kisérletek bemutatisidval. A nem hibas prionra nézve "knock out" egerekkel
végzett kisérletek alapjan (ezek nem fogékonyak a hibds prion fehérje okozta betegségre)
pedig azt az érdekes javaslatot vetette fel, hogy megoldés lenne prion "knock out" birkak
és marhék tenyésztése. Bar ennek gyakorlati kivitelezésére az el6adé maga sem l4t igazi
esélyt.
A kongresszus témakdreit 6t nagy szimpdziumra osztottik: A betegségek molekuldris €s
metabolikus mechanizmusai; Makromolekuldk szerkezet-miik6dés Gsszefiiggései;
Jelatvitel és sejtprolifercié; A genom szervezddése és génexpresszié; A fejlédés €s a
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differenciilédas molekuldris mechanizmusai. A szimpéziumok &ltaldban &t szekciéra
oszlottak, természetesen atfedésekkel. Az el8addk (szdm szerint 165) tobbsége most
eurdpai volt, nem illethetjiik hasonlé kritikdval a szervezdket, mint a baseli kongresszus
esetén. Igaz, a kelet-eurépai el6adé ritka volt, mint a fehér hollé, minddssze egy cseh, egy
szlovén, egy bolgar és két magyar (Vigh Lészl6, Szeged; Banfalvi Gaspar, Budapest)
kutatét ért ez a megtiszteltetés. Egzotikumként egy szingapuri és egy japan tudodst is
meghivtak elGadni. Aki nem akart leragadni egy-egy szekci6 el6adasaindl, annak bizony
szednie kellett a 14bat, ha a kiilonb6z§ helyszinek kozott vandorolt fel-ala (itba igazit6
tibldk hijin eleinte keresgélni is kellett). Az ilyen hatalmas kongresszusok jellegébdl
adéddan sajnos mi most sajit szikebb szakteriiletiinkbe vagd el6addsokat nem talltunk,
helyette ltaldnos tdjékoztatét kaptunk a kurrens témikban a tudomény jelenlegi 4ll14s4rdl.
Délutdnonként kétérds workshopok keretében vitathattdk meg egy-egy sziikebb teriilet
képviselSi eredményeiket. Néhdny a workshopok témdibdl: Nitrogén metabolizmus, A
fehérjék sejten beliili szallitisa, Az Alzheimer-kor.

A résztvevék érdeklGdési koérére utalt a poszterek szdmdnak szekciénkénti erds
ingadozasa, a koriilbeliil hétszdz bemutatott poszter koziil kiemelkedéen sok csatlakozott
a jelatviteli folyamatok, az apoptozis, a transzkripci6é reguliciéja és a lipidmetabolizmus
témakorokhoz. Poszteremet a Molekularis kolcsonhatasok a membranokban cimid
szekcioban mutattam be. Ez a szekcié a népesebbek kozé tartozott, S1 poszter keriilt
kidllitdsra, am témdnkban, a daganatok multidrog rezisztencidjinak kutatasdban nem
talaltunk “rokon lelkekre”. Néhény lelkes érdekl3dS alaposan attanulményozta poszteriink
anyagét, és a metodikai kérdésekrél mindkét fél szdméra hasznos és érdekes parbeszéd
alakult ki. Laboratérimunkat még harom poszter képviselte a kongresszuson, koziiliik
kett6 ugyanebben a szekciéban keriilt bemutatisra (Holl6 Zsolt, Hegedlis Tamais), a
harmadik a Proliferacié, differenciacid, apoptézis témakorben (Magécsi Maria).

A poszterszekei6t kiséré kidllitason két tucat nemzeti illetve nemzetkozi cég képviseltette
magat (példaul az Amersham, a Molecular Probes, a Photon Technology International, a
Pharmacia, a Sigma, a Springer Verlag).

A kongresszus zardsakor szivélyesen invitdltak a résztvevéket a jovo évi FEBS Special
Meeting-re (From Membrane to Nucleus), Amszterdamba.

Végiil megprébalom érzékeltetni a varos hangulatat, a leirds persze csak halviany mdsa az
élményeknek. Barcelona elbiivolt: a term$ narancsfik (disznévények, a gyiimélcsiik
ehetetlen), a rengeteg hatalmas leander, a geometriai pontossiggal futé széles sugarutak
fain mindeniitt cserregd papagijok, a gétikus negyed sokszdz éves sikatorai, hatalmas
katedrélisa és templomai, a kikoté palmasora. Elvezettel nézegettiik a vasarcsarnok tenger
gylimolcseitdl €s déligyiimolesoktdl roskadozd pultjait, kostolgattuk esténként a nemzeti
eledeleket (gazpacho, paella, tortilla), izlelgettiik igazi helyi kiskocsmakban a Sangria-nak
nevezett gylimodlcsbor zamatait.

Amszterdamban taldlkozunk?

Miiller Marianna
Orszagos Haematoldgiai és Immunolégiai Intézet



