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Fehérjék és fehérje méreti polipeptidek eldallitasa

kémiai ligacioval

Synthesis of protein and protein-size polypeptides by chemical ligation

Mihala Nikolett

MTA Peptidkémiai Kutat6csoport,
1518 Budapest 112 Pf. 32,
E-mail: mihala@szerves.chem.elte.hu

Osszefoglalas

A cikk a természetes és nem természetes épits-
koveket tartalmazé peptid tipust, illetve fehérje
tipust biomolekuladk szintézisére alkalmas kémiai
ligaciés modszerekrl nyujt rovid attekintést.
Ismerteti az egyes stratégidk el6nyeit és korlatait.
Ramutat, hogy ezek a stratégiak széles korben
alkalmazhatdék akar szintetikus, akdr biokémiai
uton eldéllitott, nem védett polipeptidek dsszekap-
csolasara, valamint hangstlyozza, hogy a kémiai
ligdci6 modszerével kikiiszobolhetSk a nagy tag-
szam okozta problémak.

Mihala, N.

Research Group of Peptide Chemistry, Hungarian
Academy of Sciences, H-1518 Budapest 112 POB 32,
Hungary, E-mail: mihala@szerves.chem.elte.hu

Summary

This article is a brief review focused on the con-
cept, criteria, limitations and types of chemical
ligation strategies suitable for the synthesis of
peptides, peptide mimetics and proteins with a
native or a non-native structure. Utilizing un-
protected peptides or proteins from either chem-
ical or biosynthetic sources, these ligation strate-
gies have been shown to be general and excep-
tionally mild. The strategy of chemical ligation
offers a means to avoid size limitations imposed
by the traditional chemical synthesis of proteins.

Az utébbi években — nem utolsésorban a human
genom programnak koszonhetSen — ugrasszertien
megsokszorozédott a nagy tagszamdu, biolégiailag
aktiv peptidek szintézise iranti igény. A biokémiai
modszerekkel nem hozzéférhetS polipeptidek ké-
miai szintézise nagy kihivast jelent a 100. sziiletés-
napjat tnneplé peptidkémia szdmara. A hagyo-
manyos stratégiak tgy a lépésenkénti szintézis,
mint a fragmenskondenzécié gyakran nem elég-
ségesek nagy tagszdmu peptidek szintéziséhez.
Ezeknél a stratégidknal elengedhetetlen az egyes
aminosavrészek reaktiv oldallancanak blokkolasa,
ugyanakkor a véddécsoportok jelenléte miatt — a
szekvenciatol fliggben, kiilonosen hosszabb lancok
esetében — a peptid oldékonyséaga jelentSsen csok-
kenhet a szintézis soran alkalmazott oldészerek-
ben. Ez és a szintézis soran, illetve a védScsoportok
eltavolitdsakor fellépS mellékreakcidk olyan dssze-
tett termékelegyet eredményezhetnek, melybdl a
kivant peptid gyakran nem, vagy csak igen kis
mennyiségben izolalhat6. E nehézségek miatt a
nagy tagszdmu peptidek elGallitdsahoz 4j stratégia
kidolgozésa valt sziikségessé.

Wieland és Brennt [1] mér az 6tvenes években meg-
fogalmaztdk azt az elvet, mely szerint a peptid-
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kotés kialakitdsdhoz sziikséges aktivalasi energia
csokken, ha csokken az entrépia. Vagyis amennyi-
ben a reaktansok geometriai elhelyezkedése ked-
vezd (a megfeleld térallasban és tigymond ,kozel”
vannak), igy csokken az entalpiatag, mely egyben
a szelektivitas novekedését eredményezi. Szelektiv
reakci6 esetén nincs sziikség a reaktiv oldallancok
védelmére. A fenti elven alapulé mddszert, mely
két nem védett peptid kozott szelektiven hoz létre
kovalens kotést, kémiai ligicionak nevezziik [2-4]. A
kémiai ligacionak az az altipusa, melyben a szeg-
mensek kozott amidkotés alakul ki, a nativ kémiai
ligaci6 (native chemical ligation).

A peptidkotés nativ kémiai ligacidval torténd ki-
alakitdsa nem egyszerd feladat. Ezt jelzi, hogy a
probléma gyakorlati megoldasara egészen eddig az
évtizedig varnunk kellett. A korabban kidolgozott
ligaciés modszerek vagy nem amid tipusu kotést
hoznak létre a két partner kozott, vagy a peptidek
részleges védelmét igénylik. A ligaciés technikak
koz0s jellemzgje a reakcié nagyfokd regiospecifita-
sa és, hogy — ellentétben a hagyoményos eljarasok-
kal - vizes oldatban mennek végbe. A ligaciés mod-
szereket a kotést létrehoz6 reakcié mechanizmusa
szerint harom csoportba sorolhatjuk (I. tdbldzat).
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I. tablazat A ligdcids modszerek csoportositdsa a reakcio mechanizmusa szerint.

modszer amidkotés megjegyzés
kemoszelektiv - fehérjekonjugéacios modszerek
prior tiol capture + templaton torténd acilvandorlas
ortogonalis ligacio +/- kemoszelektiv befogast kovet6 acilvandorlas

IL. tablazat Néhdny kemoszelektiv reakciotipus.

a kialakulo kotés

az A szegmensen
reagalé funkcids csoport

a B szegmensen

reagalé funkcios csoport
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A kemoszelektiv ligacio

A kemoszelektiv ligacié moédszerével sikertilt el6-
sz0or két, védGcsoportot nem tartalmazoé peptidlan-

cot dsszekapcsolni. A médszer tobb varidnsa ismert

Mihala Nikolett 1997-ben szerzett diplomat az E6tvos
Lorand Tudoményegyetem vegyész szakan. Jelenleg az
ELTE Doktori Iskoldjanak harmadéves
hallgatéja. Dolgozatat, mely a TIMP-1
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galatdra iranyul, a MTA Peptidkémiai
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Kutatécsoportjgban  késziti

Vargha Helga iranyitasaval.

(II. tdblazat), kozos jellemzdjiikk hogy a szegmen-
seken elhelyezkedd elektrofil-nukleofil par reak-
cidjaval egyik esetben sem amidkotés jon létre.

A legels6, nem védett peptidek kémiai ligacidjaval
eléallitott nagy tagszamu peptid szintézise Kent és
munkatarsai nevéhez ftiz6dik [5]. A csoport a 99
aminosavat tartalmazé HIV-1 proteazt épitette fel
két, 49, illetve 50 aminosavbdl allé egység kozotti
tioészterkotés kialakitasaval. A végtermék — mely
homodimerje a ligaciéval el6allitott polipeptidnek
— enzimatikus aktivitdsa megegyezett a nativ pep-
tidlancot tartalmazé természetes protedzéval. A
modszer hatranya, hogy a kialakulé tioészterkotés

még enyhén bazikus kozegben sem stabil. Nem
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sokkal késébb ugyancsak Kent kidolgozta a stabi-
labb tioéterkotést eredményezé modszert [6]. Ezzel
parhuzamosan Rose és Offord aldehid- és hidrazid-
csoportot tartalmazé peptidek reakcidjaval eljarast
dolgozott ki hidrazon kétést polipeptidek szinté-
zisére [7]. Rose és Offord nevéhez fliz6dik az oxim-
kotést kialakité modszer is [8]. Kent és munkatarsai
elGallitottak kétféle kotéstipust (tioétert és oximot)
tartalmazé enzimanaldégot is [9]. J6llehet ezek a
modszerek (tioészter, tioéter, hidrazon, oxim stb.)
széles korben hasznalatosak a legkiilonb6z8bb bio-
molekuldk elGallitdsdra, a kialakulé kotés érzé-
kenysége miatt a figyelem j eljarasok keresése felé
fordult.

A ,prior tiol capture” médszer

A fent targyalt ligdcios modszerekkel lehetségessé
valt j6 kitermeléssel nagyméretdi, nem védett pep-
tidek Osszekapcsolasa tgy, hogy jol definialt szer-
kezetl molekula keletkezzen, de nativ szekvencia
létrehozasara nem alkalmas. Az els§ eljarast, mely
szelektiv amidkotést képes kialakitani Kemp dol-
gozta ki a kilencvenes évek elején [10]. A , prior tiol
capture technika” tdjszertisége abban rejlik, hogy a
reakcidépartnerek kdzé egy templatot iktat be, és ez
biztositja a reakci6hoz sziikséges geometriai elren-
dezést. Ez a templat a triciklusos 4-hidroxi-6-mer-
kapto-dibenzofuran, mely észterként kapcsolédik
az A fragmens C-terminalis aminosav részéhez
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II>YO HoN —
? ‘ $—S._ _OMe
o . T
'
o)
) N
B >
o)
SH

1. abra A ,prior tiol capture” technika.
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(1. dbra). Az els6 lépésben a B szegmens N-termina-
lis védett/aktivalt ciszteinje és a templat tiolcsoport-
ja kozott diszulfidhid jon l1étre, mely a két fragmens
Osszekapcsolodasat eredményezi. Ezutan intramo-
lekuléris acilvandorlas hozza létre az amidkdotést.

A reakci6t nukleofil oldallancd aminosavak (His,
Arg, Lys) jelenléte nem zavarja. Az intramole-
kuléris acilvandorlas gyors, altaldban néhany o6ra,
esetenként néhany perc alatt is végbemegy. A méod-
szer alkalmazésat korlatozza, hogy csak azokndl a
peptideknél alkalmazhaté, ahol a Cys megfelel§
poziciéban talalhato.

Az ortogonalis kémiai ligacié

A harmadik, idérendben legkésébb — 1992-ben —
megjelent modszer azokat a reakciévaridnsokat irja
le, melyekben el6szor egy nem amid jellegii kotés
alakul ki, melyet intramolekuléris acilezés kovet a
,térben egymashoz kozel keriilt” amino- és kar-
bonilcsoport kozott. (2. dbra) E médszert nevezziik
Tam nyoman ortogonalis ligaciénak.

Erdemes megjegyezni, hogy ez a reakciétipus koti
Ossze az enzimatikus ligaciot, a ,splicing” médsze-
reket és a kémiai szintézist. A kapcsolatot kozottiik
a zarolépésben fedezhetjiik fel (észter-amid acil-
vandorlas).

A reakci6 két egymast kovetS 1épésbdl all: a befo-
gasbol, ill. az acilvandorlasbol, ezért négy funkciods
csoportra van sziikség. Altaldban a nukleofil részlet

(0]
r 0 ——
o HoN

Q s—s
|
(o]
H
BusP %{N —s)

OH © s
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2. abra Az ortogondlis kémiai ligdcid elve

(X) helyezkedik az aminocsoporttal a B szegmens
N-terminalisan, mig az elektrofil csoport (Y) C-ter-

minalis észterként az acilez6 A szegmensben talal-
haté. Fontos, hogy a komplementer par reakciéja-
val megfelel6 tavolsag (3 kotéstavolsagnyi vagy
még kevesebb) jojjon létre a B szegmensen 1év§
amino- és az A szegmens termindlis karboxilcso-
portja kozott.

Az itt targyalt technikdk — a ,prior tiol capture”
modszerrel ellentétben — nem alkalmaznak templa-
tot az amidkotés kialakitasdhoz, ezért az ott alkal-
mazott viszonylag nagy tagszamu gytrd helyett itt
az acilvandorlas egy kedvezdébb 6t- vagy hattagi
intermedieren torténik. Mivel e stratégia nem kor-
latozédik csupéan a tiolokra, nem sziikséges a Cys
jelenléte, igy segitségiikkel véltozatos kotéstipu-
sokat hozhatunk létre.

A tablazatok (III. tdbldzat) néhany lehetséges imin,
illetve tioészter intermedieren keresztiil 1étrejové
modszert foglal 0ssze. Az imin tipust kotést kiala-
kit6 moédszereket Tam [3,11], a tioésztert képzSket
Kent laboratériuméban dolgoztak ki [11-14].

IIL. tablazat Ortogondlis ligdciés modszerek imin és tioészter intermedieren keresztiil.

A. Ortogonalis ligaci6é imin intermedieren keresztiil

Modszer az A szegmensen reagalé a B szegmensen reagalo a kialakulo kotes
funkcids csoport funkciés csoport
% HO X
tiazolidin X =S
- A 0.
oxazolidin X =0 ~"0 HzN l
o o) I
0 o]

glikoaldehid-észter

o\/\o

His °

glikoaldehid-észter

. . OR
tiazabiciklus

0

y-formil-Abu

tiazolidin X = S,
oxazolidin X = O

" — At
© o [ B ]
His triazabiciklus
HS /@/S
N
A N \2
y N [A =N
Ny Pramn
Cys B-turn peptid
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B. Ortogonalis ligacio tioészter intermedieren keresztiil

Modszer az A szegmensen reagalo a B szegmensen reagalo a kialakulé kotés
funkcids csoport funkcids csoport
R
R y o
Cys oK N
5] 5]
o]
0 o]
HS
tioészter Cys Cys
R
Flov SR PP
N
5 HoN B |
o]
o]
SCH;
tioészter Hey Met
B R
R r H 0
SH " (5]
Br-Ala N B | I
o]
© HS
tiosav Br-Ala Cys

A reagal6 csoportok kivélasztasakor a legegysze-
riibb megoldés az, ha a B szegmens az N-terminalis
aminosav oldallanca a nukleofil reaktans. A termé-
szetes aminosavak koziil a Cys, Ser, Thr, Trp, His
oldalldncai felelnek meg ennek a kritériumnak. A
nem természetes aminosavak bdséges valasztékot
kindlnak N-nukleofilekbSl, melyek peptidmime-
tikumok elGéllitdsara adnak lehetGséget. A C-ter-
minalisnak az elektrofil csoportot és az acilez§ kar-
bonilcsoportot kell tartalmaznia (A szegmens). E
kovetelménynek tesznek eleget az egyszerre elek-
trofil és ugyanakkor acilezé dgens O-glikoaldehid-
észter és az a-tioészter.

Bar a tablazatbdl latszik, hogy az ortogonalis liga-
ciéval milyen sokféleképpen megoldhat6 két frag-
mens Osszekapcsoldsa, taldn a legelénydsebb, egy-
uttal a leggyakrabban alkalmazott eljards a Cys,
illetve Xaa-0-tioészter reakcidja. E reakciét viszony-
lag részletesen tanulmanyoztik, optimaltak. Meg-
allapitottak, hogy tobb, a fehérjében jelen 1év6 Cys-
csoport jelenlétében is megdrzi a szelektivitasat.
Segitségével ligaciot szilard fazison is lehetségessé
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valt létrehozni. A moédszert kiterjesztették ciklo-
peptidek, eldgaz6 peptidek, illetve mimetikumok
szintézisére, st egy specidlis tiol véd&csoporttal
(Msc) megoldhato a ligacids lépések egymas utani
végrehajtasa. [15]. Az eljaras tovabbi elénye, hogy a
reagal6 szegmensek biokémiai titon in situ is elGal-
lithatok.

Uj fejezetet nyit a ligcio torténetében az ,intein-
mediated protein ligation” (IPL) moédszere (Xu és
Muir), [16] (3. dbra). Az eljarés a természetben be-
kovetkezd ,splicing” folyamatot modellezi, mely-
nek sordn az intron szekvencia (intein) is egy
tioéter intermedieren keresztiil hasad ki. Ha az
inteinhez csak az egyik termindlisdn csatlakozik
extein szekvencia, a reakcio ledll a tioészter sza-
kaszban. Egy kereskedelemben beszerezhet6 vek-
tor (pCYB) segitségével konnyen elSallithat6 olyan
faziés fehérje, mely a tisztitdst megkonnyitd kitin-
kots szakaszt is tartalmaz. A kitinoszlophoz kotott
rekombindns fehérje tiol segitségével tioészterként
eludlhato és ligalhato a kivant szintetikus doménnel.
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nativ kémiai ligacié
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3. abra Az intein medidlt ligicio fobb lépései.

szintetikus fehérje

Ezt az 1j kelet(i technikat a biol6giai és kémiai liga-
cios stratégiak 6tvozéseként foghatjuk fel. Bizonyos
értelemben ez a kémiai ligdciés modszerek tetd-
pontja; segitségével konnyen hozzaférhet6k nem
kédolt aminosavakat tartalmazé fehérjék, jelzett
biomolekulak, polimer, illetve cirkularis fehérjék.
Ez a technika minden valdszintiség szerint sok
meglepetést tartogat még a peptidkémia szamaéra.
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Az egér kapcsoléfehérje gén (Crt/1): szerkezet,

kifejezodés és funkcid

The mouse link protein gene (Crt/1): structure, expression and

function

Otgonchimeg Rentsendorj, Dedk Ferenc és
Kiss Ibolya

MTA Szegedi Biol6giai Kézpont Biokémiai Intézet,
6701 Szeged, Pf. 521

Osszefoglalas

A kapcsoléfehérje (LP) alapvetd szerepet jatszik a
sejt kozotti allomany szervezddésében azaltal, hogy
stabilizalja a hialuronan és az aggregal6dé proteo-
gliikdnok, osszefoglalé néven a hialektanok kozot-
ti kolcsonhatast. Uvegporcban a nagy vizmegkots
képesség(i hialuronan-aggrekan-LP aggregatumok
teszik Osszenyomadssal szemben ellenallova a szo-
vetet. A fehérje azonban kisebb mennyiségben mas
szovetekben is miikodik, és N-terminédlis peptidje
novekedési hormonként is szerepel. Izolaltuk és
jellemeztiik a csirke és egér LP gént. Mindegyik 5
exont tartalmaz és 2 promoterrdl irédik at. Az N-
végi, immunglobulinszeri domén aggrekanhoz
kapcsolddik, a C-termindlis, az ismétlédé 2 modul
pedig hialuronannal 1ép kolcsonhatasba. Az egér
LP gént (Crtil) a Dhfr lokuszhoz kozel, a 13. kro-
moszémadra térképeztiik. Eddig nem talaltak olyan
emberi betegséget, amely a gén mutacidjanak ko-
vetkezménye. A Crtll célzott inaktivaldsa viszont
sulyos vazfejl6dési rendellenességhez vezetett, tor-
peséget és sziiletés utani halalt okozva. Hogy
mélyebb bepillantast nyerhessiink az LP szerepébe
kiilénb6z6 szovetekben és fejlédési fazisokban,
célzovektort készitettiink, melynek segitségével a
lacZ marker gént bevihetjiik a gén irdnyitdsa ald, és
feltételesen inaktivalhatjuk a Crtll gént transz-
genikus egerekben. Ez a megkozelités lehetévé
teszi, hogy X-gal festéssel kovessiik a génkifejez6-
dést, és bizonyos szovetekben és fejlédési allapot-
ban inaktivaljuk a gént.

Rentsendorj, O., Dedk, F., Kiss 1.

Institute of Biochemistry, Biological Research
Center, Hungarian Academy of Sciences, H-
6701 Szeged, POB 521, Hungary

Summary

The link protein (LP) plays an essential role in
the extracellular matrix by stabilizing the inter-
action of hyaluronan and the aggregating pro-
teoglycans called hyalectans. In hyaline carti-
lage, the large swelling capacity of the hyaluro-
nan-aggrecan-LP aggregates enables the tissue
to dissipate compressive load. However, LP
seems to function in other tissues as well and its
N-terminal peptide can also act as a growth fac-
tor. We isolated and characterized the chicken
and mouse LP genes. Both are assembled from 5
exons and transcribed from two promoters. The
mature protein consists of the N-terminal
imuunoglobulin-like domain, and the C-termi-
nal, tandemly repeated modules, which interact
with aggrecan and hyaluronan, respectively. The
mouse LP gene (Crtl1) maps close to the Dhfr
locus on chromosome 13. No human diseases
associated to the gene have been described yet.
However, recent inactivation of Crtll showed
similarities to spondyloepiphyseal dysplasias,
causing dwarfism and postnatal lethality. To get
further insight into the function and regulation
of LP in various tissues and late developmental
stages, we made a targeting vector to knock in
the lacZ marker gene and perform conditional
inactivation of Crtll in transgenic mice. This
strategy will allow us to monitor the Crtl1 gene
expression by X-gal staining and also to disrupt
the gene in certain tissues or developmental
stages.

Cartilage proteoglycan aggregates are one of the
largest known macromolecular complexes with a
molecular mass of 10° Da. They are formed by up to
100 aggrecan monomers linked to a central fila-
ment of hyaluronan (Figure 1). The third compo-
nent of the aggregate is link protein (LP), which sta-
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bilizes the complex by interacting with both hyalu-
ronan and aggrecan. Hyaluronan and the 80-100
chondroitin sulfate and varying number of keratan
sulfate side chains attached to the core protein of
aggrecan are highly negatively charged. Therefore,
the complex binds a vast amount of water. Within a
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meshwork of type II collagen fibers, it works as a
cushion and enables cartilage to withstand
immense compressive load [reviewed in 1].

link protein

Figure 1 The stabilizing role of link protein (LP) in the
hyaluronan-aggrecan aggregates. A) A single proteoglycan
aggregate entrapped in collagen meshwork. B) Enlarged detail
of the aggregate boxed in A. C) Further enlargement shows the
interaction between hyaluronan decasaccharides and the
immunoglobulin-like (Ig) and HA-binding modules (B, B’) of
LP and aggrecan. G1 and G2, globular domains.

The role of link protein in the extracellu-
lar matrix

LP is a globular glycoprotein. The size varies
between 40-48 kDa in different species. Direct pro-
tein sequencing and cDNA cloning revealed the
structural basis of the function and size variation
[2—4]. The three forms of LP are products of a single
gene and differ in the degree of glycosylation and
proteolytic cleavage of a short N-terminal peptide
[5-7]. The precursor of chicken LP consists of 355
amino acids including the secretory signal peptide
[3]. The mature protein is divided into three struc-
tural and functional domains, each stabilized by
disulfide bonds. The N-terminal immunoglobulin-
like domain interacts with aggrecan, while the C-
terminal, tandemly repeated modules bind to 5 dis-
accharide units of hyaluronan [8, 9].

Early findings of LP in the aorta, chicken embryo
eye and mesonephros already showed that expres-
sion of the gene is not restricted to cartilage [10-12].
Both the protein (Figure 2) and mRNA were identi-
fied by sensitive methods in many non-cartilagi-
nous tissues, where LP may enhance interaction
between hyluronan and members of the aggregat-
ing protoglycan (hyalectan) family [13]. This
assumption was further verified by the hyaluroni-
dase-sensitive accumulation of LP in mouse follic-
ular development [14]. In brain, the aggregate-sta-
bilizing function is provided by another, brain-spe-
cific link protein, discovered recently [15]. In addi-
tion to the stabilizing role, LP was shown to per-
form regulatory functions. Anchored to pericellular
hyaluronan via the C-terminal modules, LP simul-
taneously binds urinary trypsin inhibitor via the N-
terminal fragment [16]. In addition, the N-terminal
18 amino acids, which are removed from cartilage
LP by stromelysin, can act as a growth factor [17].

Figure 2 (on the front cover) Localization of link protein in
a 14.5 mouse embryo by immunoperoxidase staining. All car-
tilage primordia of the skeleton are strongly stained.
Accumulation of the protein can also be observed in the lung,
glandular epithelium of the stomach and midgut.

Structure and expression of the LP gene

We isolated and characterized genomic clones from
chicken and 129/Sv mouse library. The structure of
each LP gene studied to date correlates with the
domain structure of the protein (Figure 3). The last
3 exons encode the interacting modules, the second
exon codes for the secretion signal peptide and the
first exon contains purely untranslated sequence [6,

regulacidja.
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18-22]. The exons are separated by long introns,
increasing the size of the gene in chicken, mouse
and man over 100 kb, 40 kb and 70 kb, respectively
[6, 22]. The amino acid sequence of the interacting
modules, especially in the hyaluronan-binding
region, is highly conserved. In addition to this, the
hyaluronan-binding domains of LP show high
degree of similarity to the corresponding domains
of aggrecan, versican, neurocan, brevican, CD44
and TSG-6 [23]. In the human genome sequence
released to date, there are 13 genes that code for at
least one hyaluronan-binding module [Barta, E.,
personal communication].

link protein

mRNA

El > 15 kb E2 > 16 kb E3 aK E42Ak E5
-+ : : - U e

=+t } —
Spel Spel Spel Spel Spel Spef

———1pD283 genomic clones

CO————————{ hk44 CF————————————{ 7ik35
f————————————/d39
C——d28

Figure 3 Correlation between the protein modules, the struc-
ture of the mRNA and the gene for mouse link protein.
Genomic clones are depicted below. Black boxes indicate the
translated region. SP, signal peptide; HABD, hyaluronan-
binding domain; E1-E5, exons.

Surprisingly enough, the length of the first exon
and utilization of potential transcription regulatory
motifs vary greatly between various LP genes. In
Swarm rat chondrosarcoma [20] the first exon is 62
bp long only. In men, it is 289 bp [23]. We found in
the mouse LP gene a strong promoter in the same
position as in the rat, and a weaker one 332 bp more
upstream [22]. The 5 untranslated region is rather
complex in chicken [19]. Transcription from the
preferred start site leads to formation of a 529 nt
long 5-untranslated region of high potential sec-
ondary structure. However, most of this region is
removed by multiple, alternative splicing events.
The second promoter, which is the stronger one in
mouse, is of minor significance in chicken. We
mapped the chromosomal position of Crtll to
mouse chromosome 13, tightly linked to Dhfr [22].
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Construction of a targeting vector for
conditional inactivation of CrtI1.

The similarity between human and mice, in many
aspects of mammalian anatomy and physiology,
coupled with the close genome homology between
these two species, makes mice an excellent model
for illustrating the function of human genes. Gene
targeting by homologous recombination in mouse
ES (embryonic stem) cells is now a routine tech-
nique that is used to modify the mouse genome at
any chosen locus. Recently, targeted inactivation of
Crtll by conventional techniques was published.
Most of the newborn homozygotes died due to res-
piratory failure. The few survivors showed delayed
endochondral bone formation and various skeletal
abnormalities [24].

To get a further insight into the biological role and
regulation of the gene in particular tissues and time
points during development, we decided to follow a
modified strategy and perform a conditional tar-
geted inactivation of the gene. We determined a
detailed restriction map of Crtl1 and constructed a
targeting vector, which carries the neo and lacZ cas-
settes between two homologous vector arms as
well as loxP sites in silent positions (Figure 4). The
neo gene, which is driven by the ubiquitous Pgk
promoter and flanked by IloxP sites for later
removal, will be used to select for the presence of
the transgene in ES-cell colonies. The vector was
designed to facilitate screening of targeting events
by Southern blots (Fig. 3) Homologous recombina-
tion in ES cells would lead to a size decrease of the
fragment hybridizing with the 3’ probe from 11.25
kb to 9.8 kb. Transcription from the neo cassette
may affect the true LP gene expression pattern,
therefore it will be removed, leading to generation
of a 15.6 kb Spel fragment. These ES-cell clones will
be microinjected into blastocysts and the chimeras
will be tested and bred further. Using this strategy,
the promoterless gene, inserted into the 3’-untrans-
lated region of Crtl1 will be transcribed only in the
LP-expressing cells. Translation from the lacZ cas-
sette is aided by the upstream ribosome-binding
site (NTR). Monitoring the lacZ expression in mice
in the conditional k.o. mouse will elucidate the spa-
tio-temporal expression pattern of the Crt/1 gene in
cartilaginous and non-cartilaginous tissues as well.
Transgenic mice carry exons 4 and 5 between two
loxP sites, allowing conditional gene inactivation.
The loxP sites are targets for site specific recombi-
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Figure 4 Strategy for the targeted conditional inactivation of Crtll. Maps of the chromosomal locus, the targeting vector and the tar-
geted allele before and after inactivation by Cre excision are shown. Spel fragments, hybridizing with the 3’ probe to verify the cor-

rect recombination steps, are also shown.

nation catalyzed by the Cre recombinase of the P1
bacteriophage. Gene segments flanked by two loxP
sites of the same direction will be deleted in cells
expressing the Cre recombinase, leaving behind
only one copy of loxP. Therefore, crossing the
homozygotes with any mouse strain expressing the
Cre recombinase under the control of tissue- or
developmental stage-specific promoters would
lead to tissue- and time point-specific inactivation
of the LP gene.

In conclusion, our research based on the condition-
al inactivation of the Crt/1 gene can contribute to
the development of animal models of ECM dis-
eases and can promote the identification of human
genetic mutations in the locus. In addition to this,
by monitoring the reporter gene expression by X-
gal staining, we can get insight into the expression
of the Crtl1 gene and the function of the protein in
non-cartilaginous tissues as well.
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A calretinin (kalciumkotd fehérje) NMR vizsgalata.

Az elso két domeén.

An NMR study of calretinin, a calcium binding protein.

The first two domains.
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Summary

We prefer the modular approach to the structure
of rat calretinin. As a first step, the CR I-Il module,
(residues 1-100 containing the first two EF-hand
motifs of CR) has been expressed in Pichia pastoris
and, "N and/or “C labelled protein was pro-
duced for NMR studies. Backbone assignment is

based on usual 3D triple-resonance experiments.
For assigning the secondary structure elements
chemical shifts, homonuclear couplings and NOEs
were used. Relaxation and diffusion NMR corrob-
orated that CR I-II is monomeric both in the apo
and calcium loaded form in contrast to the 60%
homologous rat calbindin Das I-II module.

A calretinin (CR) elsGsorban a neuronokban fordul
el6 és feltehetSen Ca*-puffer,- illetve Ca*-szenzor-
molekulaként fejti ki hatasat, bar pontos biokémiai
szerepe még nem tisztazott. Szdmos neurodegenera-
tiv kérképben tn. , marker” molekulaként ismert,
de a vonatkozé célfehérjék nem ismeretesek. A cal-
retinin 271 egységbdl all és 60% homologiat mutat
a mar széleskorlien vizsgalt calbindinnel (CB).
Mindkét fehérje harom par EF-hand tipusd (hélix-
hurok-hélix) Ca*-kotd régioval rendelkezik. A cal-
retinin biofizikai jellemzése sok hasonl6 tulajdon-
sdgot mutatott a calmodulinnal. Ca*-ionok hata-
séra jelentSs szerkezeti valtozas jon létre a fehérje
konformacidjdban, melynek soran hidroféb feliile-
tek jelennek meg a molekulafelszinen. A CR a szin-

tén EF-hand tipusd S100 fehérjékhez hasonléan
Zn>-kot6 tulajdonsaggal is rendelkezhet. Nemrégi-
ben a calbindin els§ két doménjének szerkezetét
meghataroztak [1]. Lengyel szerz6tarsaink elGszor
az elsé két domént fejezték ki Pichia pastoris-ban
(nagy fehérjehozamt torzs) °C és/vagy N izotop-
jelzett formaban [2]. Az EF-hand fehérjék korében
mar sikerrel alkalmazott modulédris moédszer [3]
lényege az, hogy a modulok az egyesitést kovetSen
a nativ fehérjéhez hasonl6 szerkezetet vesznek fel.
gy az NMR eszkozeinkkel (500 MHz 'H frekven-
cia) még vizsgalhaté harom kisebb (10-12 kDa)
modul szerkezetét kiilon-kiilon, majd rekonstitticio
utan hatarozzuk meg. J6llehet a CR I-II tomegspekt-
rometrids (MALDI-ToF) vizsgalatai nem mutattak
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oligomerizaciot, az NMR technikak lehet&vé teszik
a vizsgalt fehérje moéltomegének becslését vizes
oldatban. A CR I-II transzlaciés difftiziés (DOSY)
sebességi allandoéit ismert moltomegtl fehérjékkel
Osszehasonlitva monomer moéltdmeget kaptunk. A
monomer jelleget a rotacios diffiziéra érzékeny "N
NMR relaxéciés adatok (Ti, T:, NOE) analizise is
megerdGsitette (globalis korrelacids id6 1. = 6,4 ns).
A monomer szerkezet ellentétben all a CB-Doasx I-11
bizonyitott dimer szerkezetével. Az oligomeriza-
ciés kiilonbség jelentSs szerkezeti és funkcidbeli
eltérésekre utal, azonban érdemes megjegyezni,
hogy az 5100 fehérjecsalad hasonlé méretii tagjai
kozott is talalunk monomer Ca*-puffermolekulat
(5100D) és dimer Ca**-szenzormolekulat (S100A10,
S100B) is (nagyfokd homoldgia, mégis eltérd
funkci6). Az aldbbiakban bemutatott eredmények
azt mutatjdk, hogy a CR I-II jelentSs valtozdsokon
megy keresztiil Ca**-ionok kot6désének hatasara. A
Ca*-koté hurkokban 1évé glicinek (G34, G81) ujj-
lenyomatszerti '"H/*N kémiai eltolodasa azt sejteti,
hogy a CR I-II-ben mindkét EF-hand kot Ca*-iont,
mig a CB I-II-ben csak az els6. Ezt a hurok régiok
PCa kémiai eltolédédsainak dsszehasonlité vizsgala-
ta is megerdsiti (I. tabldzat). A CR I-I titraldsa soran
két ekvivalens Ca* hozzddasaig lattunk novek-
ményt a kérdéses glicineknél, illetve a konforma-
ciévaltozas miatt a negativ 'H eltol6ddsnal jelent-
kez6 metilcsoportokndl. A CR I-II és a CB I-II kozot-
ti eltérések okat a kiilonb6z6 hosszisagu kapcsolo-
régiokban is kereshetjiik (1. dbra). A relaxaciés mé-
résekbdl szdrmaztatott, az NH mozgasok korlato-
zottsdgat jellemz6 S* rendparaméter értékei azt mu-
tatjak, hogy a S61...G65 ,toldas” nagyobb szabad-
sagot biztosit a CR I-II belsé mozgdasainak.

I. tiblazat EF-hand motivumok a CR I-II-ben és a CB I-1I-ben

CRI-ll Ca J NHHa S? CB I-ll Ca ACa
D29 52.5 6.8 0.88 D24 52.4 0.1
A30 55.2 4.8 0.84 A25 54.8 0.4
D31 52.8 7.0 0.86 D26 52.5 0.3
G32 47.5 6.3 0.87 G27 47.1 0.4
N33 53.2 6.9 0.92 S28 60.0 1.3

(-0.4) (-1.7)
| G 45 73 082 G29 458 03 |
Y35 57.2 Al 0.92 Y30 57.0 0.2
136 59.4 8.6 0.88 L31 53.2 -0.7
(-3.2) (-2.5)
D76 <3 0.86 G66 47.2
K77 <3 0.98 Q67 55.5
N78 58.1 R68 55.0 +5.7
(+4.5) (-1.3)
S79 59.2 4.8 0.87 D69 54.8 -0.2
(+0.9) (+0.7)
D80 52.8 7.0 0.92 D70 52.9 -0.1
K82 53.8 3 0.55 K72 56.3 =2.3
183 57.8 a2 0.95 173 58.8 -1.0
E84 54.4 <3 0.91 G74 44.4 -1.7
(-2.3) (-0.6)
EF-hand I
Consensus [[hh.hh..hx.ly z-x-
vl:--zh..hh. .1
E
M PYLHL Q ‘DA ELENEE K
K
HH |
EEE O T T T T I e I I A I I B O T B B S
Calb I-IT
mrgshhhhhhgslqsslit\asqffeiwlhfdad\gsgyle\gkelqnliqe\
[Llgarkkaglels
EF-hand II
Consensus [BE.Bh- By z-x-s{—zh.BE_H
R I-II DNFGEKMKEFMQKYDKNSDGKIEMAELAQILPTEENFLL
N N e N A RN
Calb I-IT

***x*pemktfvdqyggrddgkigilvelahviptleenfllfl fr

1. abra A CR Il és a CB I-1I szekvenciik illesztése (keretben
a feltételezett a-hélixek; h=vdrhatéan hidroféb ligandum;
X,Y,2,-X,-Y,~z=vdrhatéan Ca*-kotd ligandumok; *="hidnyzd’ ot
kapcsolé aminosav).

Ambrus Attila 1996-ban végzett a KLTE vegyész szakan. Diplomamunkdjat a Fizikai-Kémia Tanszéken
Banyai Istvan témavezetésével dinamikus NMR témakorébdl irta. PhD-tanulményait Fésiis Laszlonal,
a DOTE Biokémia Intézetében kezdte , Transzglutaminazok szerkezetvizsgéalata” cimmel. Tanulmany-
dton jart a Tor Vergata Egyetemen (R6ma), a Ferrarai Egyetemen (Olaszorszag) és a jénai Molekularis

| Biotechnolégia Intézetben. Batta Gyula calretinin-témajahoz a fehérje NMR elsajatitasa végett kapcso-

Batta Gyula fizikus, a kémiai tudomany kandidatusa (1988). Kutatasi teriilete az NMR -
szerkezetvizsgélé és relaxaciés modszerek fejlesztése és alkalmazasa. Elsésorban szénhidratokat, antibioti-
kumokat és tjabban biopolimereket vizsgal. Mintegy 120 kozlemény szerzdje, illetve tarsszerzgje. Széchenyi

professzori 6sztondijas. (1998). A ,, Structure-function analysis of calretinin — a neuronal

calcium binding protein” ICGEB HUN97-01(t2) k6z06s lengyel-magyar palyazat felelGse.

E. Kovér Katalin vegyész, a kémiai tudomény kandidatusa (1988). Kutatasi teriilete: iy
NMR modszerek fejlesztése és azok alkalmazasa biolégiailag fontos vegyiiletek —

oligopeptidek, szénhidratok és biopolimerek — szerkezetének és mozgasi sajatsdgainak vizsgalatara.
NMR relaxacio és relaxaciés interferencia mérése molekulak szerkezeti és dinamikai paramétereinek meg-

l6dott, amely birtokdban transzglutaminazok teljes szerkezetét szeretné meghatarozni.

. = hatérozaséra. Tébb mint 100 kozlemény szerzdje, illetve tarsszerzdje. Széchenyi professzori 6sztondijas (1998).
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BiokEMia, 25: 37-39 (2001)

Természetesen az elébbi vizsgalatok is csak akkor
értelmezhetSk, ha az NMR jelhozzarendelés mar
ismert. Ez gyakran hosszadalmas, tobb 1épésbdl
all6 folyamat [4,5]. El6szor a fehérje félancaban
1évé ®N, 'H és ®Ca kémiai eltolodasokat kell meg-
hatarozni, majd ennek ismeretében a megfelel6 ol-
dallancjelek azonositdsa kovetkezik. Ha az oldal-
lancok asszignécidja ismert, akkor hasznalhat6k az
'H-'H tavolsagtol fiiggd kisérletek. A "N és *C
editalt NOESY kisérletekbdl szdrmazé kényszer-
feltételek felhasznéaldsaval molekularis mechanikai
moédszerekkel lehet a térszerkezetet meghatarozni.
Munkénk jelen szakaszédban a f6lanc- és oldallanc-
asszignacié van folyamatban. Az asszignaciéhoz
felhasznalt kisérletek a II. tdblizatban lathatok a ké-
miai kotéseken keresztiil nyerhet6 konnektivitasi
informécio feltiintetésével. A haromdimenziés mé-
rések idGtartama néhany 6ratél néhany napig ter-
jedhet. A harom frekvenciadimenziéban lehet pél-
daul hidrogén, nitrogén és szén kémiai eltolédas.

IL. tablazat Az asszignicidhoz felhaszndlt NMR kisérletek és
a megfeleld konnektivitisok. A mintakészités koriillményei: 1
mM fehérje, 37 °C, 33 mM NaCl, 10 mM CaClz, 50 mM NaAc
puffer, pH = 5,4, Shigemi NMR cs6, Bruker DRX-500).

Kisérlet Konnektivitas

HNCO Hi, Ni, C'is

HNCA Hi, Ni, Caia, Ca
HN(CO)CA Hi, Ni Cain
CBCA(CO)NH Hi, Ni, Cai1 Cpin
CBCANH Hi, Ni, Cai-1, Cpir, Cai, Cpi
HBHA(CO)NH Hi, Ni, Hair, Hgi
(H)CC(CO)NH Hi, Ni, C?'fis
H(CC)(CO)NH Hi, Ni, H¥fq

HCCH Hetit, Calf

N(*C)NOE HSQC NH - egyéb protonok
NOESY-HSQC NH - egyéb protonok
TOCSY-HSQC NH - egyéb protonok

Az asszignalast segitik a CB I-Il ismert jelhozzarende-
Iése, valamint a relaxaciés mérések adatai is, ame-
lyek azonositjak a termindlisokhoz kézeli, lassabban
relaxdlédo egységeket. Tovabbi segitség néhany
aminosav sajatos spinrendszere és karakterisztikus
Cq, Cp eltolodasaik (glicin, alanin, treonin, szerin,
prolin). A szekvencidlis asszignaciét csak olyan ki-
sérletekkel végezhetjiik el, amelyek informaciot ad-
nak a szekvencidban az i-edik aminosav valamely
atomjarol és annak szomszédjairdl is (altaldban a C-
terminalist6]l az N-terminaélis felé haladva), amint a
2. abrdn lathato. A felsorolt technikak felhasznélasa-
val rendelkezésiinkre all egy részleges f&lanc- és
oldalldnc-asszignaci6, amelynek biztos pontjait a
3. dbrdn tintettiik fel.

HNCA 3D kisérlet metszete — CR I-II [*N, *C] 1mM, 309K
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3. abra CR I-II HSQC kisérlet és a részleges asszigndcio.

A PDB adatbazis szerint a fehérjék szerkezetvizs-
galata NMR spektroszképiaval egyre nagyobb teret
nyer. Ez a folyamat felgyorsulhat a kozeljovében,
mivel az elérhet6 mérethatarok az eddigi 10-30 kDa
tartoméanytdl eltolédnak egészen 100 kDa-ig [6].
Erre a nagyobb térerejli késziilékek, az 1j elveken
alapulé kisérleti modszerek és a hatékonyabb
elemzd programok adnak lehetSséget.

Koszonetnyilvanitas

Hélasan koszonjik az OTKA T 029089 palyéaza-
tunk, valamint az ICGEB CRP/HUN97-01(t2) sza-
mu lengyel-magyar kozos palyazat keretében el-
nyert tdmogatast.
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Proteazok: az eredeti gyégyszerkutatas molekularis

célpontjali

A Magyar Biokémiai Egyesiilet Gyodgyszer-
biokémiai Szakosztalydnak XVI. Munkaértekezlete
a hagyomanyos balatongszodi helyszinen a cimben
jelzett témakorben zajlott 2001. majus 21. és 23.
kozott, 109 regisztrdlt résztvevd jelenlétében. A
témavalasztas a nemzetkozi (és ennek nyomén a
hazai) eredeti gydgyszerkutatasi trendek szemléleti
megujuldsat titkkrozi. Ma mar egyértelmt, hogy a
sziir6vizsgalati rendszerek technikai fejlédése,
automatizalasa és a szamitogépes adatfeldolgozas
a nagyméretd vegyiilettirak és a kombinatorikus
kémiai médszerek széles korti alkalmazésa akkor
hasznalhato ki igazan, ha a kutatas kozéppontjaban
egy jol megvalasztott molekuldris célpont (farget)
all. Ezt a tendenciét erésiti a huméan genom megis-
merése. A bevezet§ el6adasok (Aranyi Péter, Falus
Andrés) a funkciondlis genomika térhéditasat mu-
tattak be a gyogyszerkutatas célpontjainak kiva-

lasztéasa és validalasa tertiletén.

A részletesen targyalt protedzok koziil legnagyobb
hangstlyt a hemosztazisban szerepet jatszé enzi-

mek, kiiléndsen a trombin és a Xa-faktor kaptak.

Osszesen négy eléadés hangzott el ebben a téma-
korben (Blaské Gyorgy, Machovich Raymund,
Szab6 Gabriella, B. Kovécs Attila). Blaské Gyorgy
altalanos elméleti bevezetjétél a jelenleg FDA-

engedélyeztetés alatt all6 Arixtra (Sanofi-
Synthelabo/Organon) klinikai vizsgalati eredmé-
nyeinek ismertetéséig terjedt a skala. A kozponti
idegrendszer protedzair6l harom el6adéds szolt

(Friedrich Péter, Penke Botond, Kovari Zoltan).

A renin-angiotenzin rendszer enzimeire hat6é (ma
mar slager) gyégyszerek szerepeltek Fischer Janos
és Bajusz Sandor el6adasaban. Elméleti kérdé-
sekkel foglalkozott Keserti Gyorgy és Dorman
Gyorgy. Uj molekuléris célpontok kutatéasi alkal-
mazasai képezték Patthy Lé&szlo, Graf Laszlo,
Mikus Endre, Kapui Zoltan és Kanai Karoly el§-
adasainak a témajat.
Arésztvevok vitakészsége tette a légkort kiilondsen
érdekessé. Szandékaink szerint a XVIL Munka-
értekezletre 2002. méajus 27-29. kozott keriil majd sor.
Ardnyi Péter
A MBKE Gyégyszerbiokémiai Szakosztaly elndke




IX. Fermentacios Kollokvium

Az 1992-es legutobbi, Hajdtszoboszlon

megtartott rendezvényt kovetSen ! E}ﬁ?‘_‘l -
nyolc évet kellett varnunk a IX. &
Fermentaciés Kollokvium megren- [y
dezésére, amelynek 2000. oktober { I\
5. és 8. kozott Debrecen adott |
otthont. A Magyar Biokémiai S
Egyesiilet Biotechnologiai Szak- FAIBKE
osztilya, a MTA Biomérnoki e

Munkabizottsaga, a MTA Debre- -
ceni Akadémiai Bizottsdganak Gyogy- e
szer és Vegyipari Bizottsdga, valamint a

Magyar Mikrobiolégiai Térsasdg Ipari Mikro-
bioldgiai Szakosztalya a Debreceni Egyetem kozre-
miikodésével szervezte meg a négynaposra bdviilt
rendezvényt a Debreceni Akadémiai Bizottsag szék-
hazaban. A Kollokvium mottéjaul a program-
bizottsag a kovetkez§ Pasteur-idézetet valasztotta:

.Microbiologie industrielle?
Il ny a pas des sciences appliques...
Mais ily a des applications de la science.”

amellyel tisztelettel adézott a mikrobioldgia tudo-
manyos eredményeit hasznosité neves ,biotech-
nolégus” emlékének.

A rendezvény els6 két napjan el6adasok hangzot-
tak el, a harmadik napra szakmai kirdndulast
szerveztek a résztvevék szamara, mig a negyedik
napon a biotechnoldgia oktatasarol folyt kerekasz-
talvita a meghivott debreceni, szegedi, pécsi és
budapesti oktatok kozremiikodésével.

Szigordan szakmai szempontok alapjan a rendez-
vény legizgalmasabb része természetesen a sok-sok

..\."
EURELCE™
—
e T

érdekfeszitd el6adas volt, amelyek mel-

5"-{5; ; lett poszterbemutato is szinesitette a
? :Hi:i, palettat, valamint néhany biotech-

IE R noldgiai cég bemutatkozasara is

g AL | lehet6ség nyilt. Az elGadasok
Y (poszterek) a biotechnolégia al-
/ kalmazasanak tdg kereteit fe-

szegették: hallhattunk a géntech-
nolégiardl éppligy, mint boraszati
starter kultdrakrol, novényi sejtfer-
mentaciordl, éleszt8krll és szilard

fazisa fermentéciorol, koérnyezetvédelmi
(petrolkémiai szennyviztisztitds), gyoégyszer-
ipari (Biogal, Richter) és energetikai (biogaz, bio-
etanol) alkalmazasi teriiletekr6l egyarant. Talan
mindannyiunk szdmara a legérdekesebb Olasz
Katalin (Richter Gedeon Rt.) el6adésa volt, aki a
mikroorganizmusok kommunikaciéjarol tartott (a
sz6 szoros értelmében vett) hihetetlen elSadast.
Elképeszt§ tényeket, megtdmadhatatlan kisérleti
eredményeket tart elénk arrdl, hogy a mikroorga-
nizmusok bizony képesek kommunikalni egymas-
sal, ez bizonyithat6, s6t — esetleg mar a kozel-
jov6ben — az emberiség altal felhasznalhato is lesz.

A szakmai programot remekiil egészitette ki a
Debrecen varosan beliili két tizemlatogatas, vala-
mint az oktober 7-ére szervezett kirandulés (Borsodi
Sorgyar, Oremus pincészet), ahol ,a torténelem
el6tti idSktdl 1étezd és ma is viragzéd biotechnol6-
giai eljarasokat” tekinthették (s6t kostolhattak)
meg a szerencsés (és elérelatd) résztvevik.

Bélafiné, Bako Katalin

T
e 0

’ Felhivjuk tagtarsaink figyelmét,
[ g hogy a Federation of the European Biochemical Societies (FEBS)
irf-'_a'“a‘ weboldalan @j levelezlista indult, amely e-mail Gtjan tajékoztat

minden érdekldd6t a FEBS akcidirdl, eseményeirdl,
Fotitkarsaganak, illetve tagintézményeinek hireir6l.
Az érdekldddk a levelezdlistara a

http://www.febs.unibe.ch/e-mail_registration.asp

internetcimen iratkozhatnak fel.
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Beszamolé a negyedik, d6tddik és hatodik Hogyes

Délutanrol

Az immar hagyomannya valé Hégyes Délutanok
el6adassorozata — a korabbi nagy érdeklédés mel-
lett — tovéabb zajlik. Minthogy legutébb a harmadik
ilyen rendezvényrdl adtunk szamot (Biokémia,
XXIV: 120-121, 2000. december), az azéta megtar-
tott harom alkalomrdl egyiittes ismertetSt tesziink
kozzé.

A negyedik Hogyes Délutin

A ,Hégyes délutanok” eladassorozat tavaly Gszi
szekcidja 2000. szeptember 26-an kezd8dott meg.
Az elsG elSadéast Klebovich Imre (EGIS Rt.)
,, Farmakokinetikai és metabolizmusvizsgdlatok szerepe
és jelentdsége a klinikai gyégyszerfejlesztésben” cimmel
tartotta. Az el6ad6 elmondta, hogy az ut6bbi évek-
ben vilagméretekben exponencialisan felértékels-
dott a farmakokinetikai vizsgalatok jelent&sége,
mind az originalis, mind a generikus vegyiiletek
esetében, és ezzel parhuzamosan jelent6s mérték-
ben szigorodott a kiilénb6zd tipusu vizsgalatok
hatdsagi szabalyozottsdga is. Az el6ad6 atfogo
képet mutatott be a — manapség az originalis vegyii-
letek torzskonyvezéséhez immar kotelez6 — human
farmakokinetikai és metabolizmusvizsgalatokrol.
A sziikséges ,need-to-know” és ,nice-to-know” far-
makokinetikai, in vitro metabolizmusvizsgalatokat
4j tipusd csoportositasban, feladatorientaltan, és
nem a klasszikus Fazis I-1V. vizsgalati osztalyozas-
ban mutatta be, kitérve az egészséges Onkénte-
seken, illetve betegeken végzend§ 4j vizsgalatokra.
Kiilon bemutatta a humén ,radioaktiv farmako-
kinetikai csomagot”, amelynek szabalyozottsiga
kiilénosen nagy valtozasokon ment keresztiil az
elmult években (pl. a beadhaté maximalis radioak-
tiv dozis az egyhatodara csokkent). Részletes be-
mutatasban szerepeltek tobbek kozott a ,vegyes
farmakokinetikai vizsgéalati kategoéridba” tartozo
populéciés farmakokinetikai vizsgalatok, a kiilon-
b6z6 tipusti gydgyszer-gyogyszer és gyogyszer—étel
interakciok, kiilonféle korszerti gydgyszertechno-
légiai formak (pl. retard készitmények) stb. j vizs-
galati tipusai és ezek hatdsagi szabalyozasa.

A generikus vegyiiletek és a ,generikus plusz”
készitmények bioekvivalencia és farmakokinetikai
hatésagi el6irasai — leginkabb az elmult id6szakban
—szigorodtak, s ez nemcsak a vizsgélati elrendezés-
re, a bioekvivalencia statisztikai értékelésére vonat-
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kozd, hanem a bioanalitikai és a modszervalidalasi
el6irasokat is érinti. A ma torzskdnyvezett legfon-
tosabb nagy hatékonysagu gyodgyszervegyiiletek
terapias dozisa jelentSsen csokkend tendenciat mu-
tat, igy az igen alacsony pg/ml, alsé ng/ml tar-
tomanyba esé plazmakoncentracié méréséhez igen
nagy érzékenységili és hatékonysagu bioanalitikai
modszerekre van sziikség, igy a mddszertan jelen-
leg egyértelmtien a HPLC-MS/MS technika irdnyé-
ba tolédik el.

Néhany, a sajat gyakorlatbdl vett példa bemutatasa
utdn, az el6adas végén, Osszefoglaldsra Kkeriilt,
hogy a korszerti gyégyszerkutatés és -fejlesztés ke-
retén beliill hogyan jarulnak hozza a farmako-
kinetikai és metabolizmusvizsgalatok a vegyiiletek
torzskonyvezéséhez, alapvets egyediili, illetve ki-
egészitd informacidkat szolgaltatva az alabbi
vonatkozasokban:
—a gyogyszer sorsdnak nyomon kovetése a
szervezetben;
— a dézis-hatas kapcsolat felderitése;
— a dozis kivalasztésa;
— inter- és intraindividudlis kiilonbségek
felderitése;
— gyogyszeres és étel interakcidk hatasa a
terapiara;
— a mellékhatasok farmakokinetikai aspektusai;
— farmakolégiailag aktiv és inaktiv metaboli-
tok, valamint ezek szervezeten beliili sorséa-
nak felderitése;
— metabolitok sztereoizoméridja.

Ezutan Furka Arpéd L, Kombinatorikus kémia” cimid
el6addsa kovetkezett. Az el6addsb6l megtudtuk,
hogy az 4j vegyltiletek és j anyagok kutatasa és
gyakorlati felhasznaldsa meghataroz6 moédon be-
folyasolja mindnyajunk mindennapi életét. A mii-
anyagok, félvezetSk, lumineszcens anyagok, dj
gyogyszerek és egyéb fontos anyagok nélkiil mar el
sem tudnank képzelni az életiinket. Annak elle-
nére, hogy az ipar szamos teriiletén teret hoditott
az automatizalas, az 1j anyagok kutatdsdban a
kozelmultig a hagyoméanyos modszereket alkal-
maztdk. Az Gj anyagokat egyenként allitottak elg,
és sajatsagaikat is egyenként vizsgaltdk. A kilenc-
venes években ezt a helyzetet gytkeresen megval-
toztatta a kombinatorikus médszerek megjelenése,
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amely legel8szor a gyogyszerkutatasban idézett el§
forradalmi valtozast. A kombinatorikus kémidban
kétféle modszert hasznalnak: valédi kombinatori-
kus szintézismddszereket és a parallel médszert.
Az el@bbieket példazza az ELTE Szerves Kémiai
Tanszékén kidolgozott in. megosztasos-keveréses
(split-pool) modszer, amelyet sokkomponensii pep-
tidtarak szintézisére dolgoztak ki, és amelyet ma a
vilagon mindeniitt hasznalnak mindenféle szerves
vegylilettarak elGallitdsara. A médszer az un. szi-
lard fazisu eljarason alapul. A peptidszintézis egy
kapcsolasi ciklusat a kovetkezd harom, egyszert
miiveletekkel helyettesiti: (1) a hordozé gyantat
egyenlé adagokra osztja, (2) mindegyik adaghoz
mas-mas aminosavat kapcsol és (3) a kapcsolas
végén az adagokat alaposan Osszekeveri. Ezeket a
miiveleteket kell folytatni mindaddig, amig a pep-
tidek elérik a kivant tagszdmot. A moédszer elter-
jedését igen elényos sajatsagai magyarazzak. Igy
példaul felhasznalojat képessé tette arra, hogy egy
hét alatt tobb vegyiiletet allitson el§, mint ameny-
nyit az addig élt 6sszes vegyész gyartott a kémia
teljes torténelme folyaman. A ciklusok végrehajtasa
révén minden olyan vegyiilet képz&dik, kozelitSleg
1:1 mélaranyban, amely a szintézis soran felhasz-
nalt épitSelemek (pl. aminosavak) kombindciéjaval
elméletileg levezethet§. Innen a kombinatorikus
szintézis elnevezés. Rdadasul a hordozé minden
szemcséjén csak egyfajta vegylilet képzsdik, és
keverékhez csak akkor jutunk, ha a vegyiileteket
lehasitjuk a hordozérdl. Ma mar ismertek olyan
stratégiak, amelyek révén azonositani lehet vegyii-
lettdr azon komponensét, amely a szamunkra el§-
ny0s tulajdonsagot mutatja. Tovabbi el6rehaladést
jelent az eladd és amerikai munkatarsai altal ki-
dolgozott un. ,string” szintézis, amely lehet6vé te-
szi, hogy makroszkopikus hordozéegységeket fel-
hasznéalva nagyszamu ismert vegyiiletet az el&z6-
eknél nagyobb, egyenként mintegy 10-50 milli-
grammos tételben lehessen el6allitani. A kombina-
torikus kémidban alkalmazott masik megkozelités,
az un. parallel szintézismddszer, nagymértékben
tdmaszkodik az automatizalasra. Egy automatikus
csticskésziilékkel kozel 400 vegyiiletet lehet egyet-
len menetben késziteni.

A kombinatorikus kémidt ma mar elterjedten al-
kalmazzak a katalizdtorok kutatdsdban és tobbek
kozott az anyagtudoményokban, st djabban a
biolégidban is. A megosztasos-keveréses modszer-
rel el6allitott vegytiletek katalitikus hatdsat példaul
ugy vizsgdljak, hogy a képz3dott vegytileteket tar-

talmaz6é hordozészemcséket a szubsztratoldataba
helyezik. A katalizatort tartalmaz6 szemcséket a
reakciohd kicsit felmelegiti, és azok az infravords
érzékelSben fényes foltokként jelennek meg. Az 4j
lumineszcens anyagokat pedig egymastdl eltérd
Osszetételti, vékony filmdarabkak alakjaban viszik
fel egy feliiletre, majd vizudlisan megallapitjak
azok fényességét. A foltok kialakitasanal a feliilet
egy 1észét — a chipgyartashoz hasonléan — masz-
kokkal takarjak el. Bar a kombinatorikus kémia
minddssze egy évtizedes multra tekinthet vissza,
ma mar elfogadott tudomanyagga valt. A Magyar
Kémikusok Egyesiiletében miikddik egy kombina-
torikus kémiai szakcsoport, és megalakult a kombi-
natorikus tudoményok eurdpai szervezete is.
Eddig mintegy 5000 szakcikket és 60 konyvet pub-
likéltak ebben a témakdrben. Varhato, hogy a kom-
binatorikus moédszerek alkalmazasa tjabb terii-
letekre terjed ki és hozzdjarul mindnyéjunk élet-
mindségének javitasdhoz.

Az otodik Hogyes Délutin

A 2000. év zardeseményét Matyus Péter nyitotta
meg november 14-én, amikor ismét két nemzetko-
zileg is elismert szerz§ kivalo eladasat hallgathat-
ta meg a nagyszamdu hallgatésag. ElsGként Mandl
Jézsef (Orvosi Vegytani, Molekularis Biol6giai és
Pathobiokémiai Intézet, Semmelweis Egyetem)
,, Transzkripcids faktorok szerepe a biotranszformdcio
szabdlyozdsdban” cim( elSadasa volt hallhaté. Az
biotranszformécié meghatdrozasaban kordbban
alapvetd kitétel volt, hogy olyan folyamatokrdl van
sz0, amelyek nem iranyulnak ATP-termelésre. Az
elmult évtizedek soran szamos bizonyiték halmo-
zodott fel annak a hipotézisnek az alatamasztdsara,
hogy e folyamatrendszer eredeti funkciéja azon
endogén metabolitok 4&talakitdsa, amelyek nem
szubsztratjai az intermedier anyagcsere enzimei-
nek, s zomiikben kémiai jelként viselkedS moleku-
lak (pl. hormonok). Ezért a drog metabolizmus/
biotranszformacié bioldgiai jelentSsége a detoxika-
ci6 mellett a szignalmolekuldk metabolizmusaban
is megnyilvanul. Ez azt is jelenti, hogy a drogme-
tabolizmus enzimeinek allapota és indukaltsagi
foka jelent&sen meghatdrozza a jelatadast. A drog-
metabolizmus nem kiils§ anyagok atalakitasara
alakult enzimrendszer, hanem endogén anyagokat
alakit at széles, atfedd szubsztratspecificitasi enzi-
mek segitségével. Ezért képes szamos xenogén
molekula &talakitdsdra is, amelyek zOmiikben
endogén molekuldkra ,hasonlitanak”. A drogme-
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tabolizmus enzimeinek (DME) fiiggése a szubsztrat-
ellatastol régoéta ismert kapcsolat az intermedier
anyagcserével (NADPH - a pentéz-foszfat-ciklus
ellatasa, UDP glukuronsavigény — glikogénlebon-
tas, glutationképzés — aminosav-anyagcsere, acetil
CoA-képzbdés stb.) Az is jol ismert, hogy a bio-
transzformacio elsd, el6készits fazisa soran reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) keletkezhetnek, ame-
lyek ily médon befolyasoljak a sejt redox allapotat,
antioxiddns statuszit. A biotranszformaécié, az
intermedier-anyagcsere és a redox allapot egymaés-
sal tobbszords kolesonhatdsban allnak, mely kap-
csolat azonban nem csak a metabolitok szintjén
érvényesiil.

Azok a kémia jelek, amelyek a jelatadasi folyama-
tok szignalmolekuldi, nemcsak a szignalmetaboliz-
mus szubsztratjai, hanem az esetek jelentSs szaza-
lékéban transzkripciés faktorok ligandumai is. Mas
fogalmazasban a drogok receptorokon keresztiil
hatnak. A farmakolégiai hatas sokszor transzkrip-
ciés faktorokon keresztiil érvényesiil. A drogme-
tabolizmus ebben az értelemben effektor/ligan-
dum metabolizmus. A DME szubsztratjai — mind
xenogén, mind endogén szubsztratok esetén — sza-
mos esetben befolyasoljak a DME-t kédolé gének
expresszidjat is. Tobb szubsztrat (fenobarbitdl,
klofibrat, tobb szteroid stb.) ismert induktor. A
DME koordinalt indukcidja régéta ismert jelenség,
s a drogmetabolizmus szabélyozasaban is tobb
transzkripciés faktor szerepel. Ezen transzkripciés
faktorok szerepe azonban igen sokrétii: szerepel-
hetnek a fentieken kiviil az intermedier-anyagcsere
és a redox homeostasis szabalyozaséaban is.

A szteroid-thyroid-retinoid receptorok szupercsa-
ladjaba tobb olyan transzkripciés faktor sorolhatd,
amelyek tobb DME szabalyozasaban részt vesznek.
Igy a CYP2, CYP3, CYP4 géncsaladhoz tartozé
egyes citokrom P450 izoenzimek induktorai
hathatnak ily médon is. Mindekdzben ismertek e
receptorok az intermedier-anyagcserét meghata-
roz6 kiilonb6z6 hatédsai. Példaul a PPARa a CYP4
géncsaladba tartozé enzimek mellett a zsirsav-
anyagcsere egyes enzimeinek expresszidjara hat.
Az is ismeretessé vélt, hogy a PPARa liganduma, a
klofibrat hatédssal van az intracellularis redox sta-
tuszban fontos szerepet jatsz6 aszkorbat/dehidro-
aszkorbat metabolizmus kulcsenzime, a gulonolak-
ton oxiddz szintézisének szabalyozasara. Igy a
PPARa is azon transzkripcios faktorok kozé sorol-
hat6, amelyek részesei az intermedier-anyagcsere,
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a biotranszformaci6 és a redox homeostasis koordi-
nalt szabalyozéasanak.

Masik példaként az aril szénhidrogén- (Ah-) recep-
tor szolgélhat. Az Ah-receptor a PAS-bHLH fehér-
jék kozé tartozik. Ezen géncsaldd tagjai szintén
komplex szerepet jatszanak, f6ként az egyedfej-
16désben, valamint a kordbbi gondolatmenetet
némileg megkérddjelez6 médon a kdrnyezeti stimu-
lusok jelatvitelében. Az AhR-ARNT, illetve a
HIF1-ARNT dimerek szerepérdl szamos adat van a
policiklusos aromads szénhidrogének, mint stlyos
kornyezetkarosité anyagok (dioxin stb.) hatasainak
kozvetitésében, valamint a hypoxia jelpalydban. A
kisérletek alapjan a munkacsoport leirta az Ah-
receptor szerepét a gulonolakton oxid4z expresszié-
jadnak szabalyozéasdban, amely része az Ah-receptor
redox homeostasist befolydsolé génkészletének.

A diabetes mellitus komplex példaja az intermedi-
er-anyagcsere, a redox homeostasis és a drogme-
tabolizmus egyiittes zavaranak. Az in vivo vizs-
galatok az ismert CYP2El-indukci6 mellett a
GLUT1Al-indukciét is kimutattdk maéjban, az
oxigénszenzitiv géntermék VEGF indukcidjaval
egyetemben, amelyben — az EMSA kisérletek alap-
jan — a HIF10—ARNT dimer mellett a CREB transz-
kripciés faktor is részt vesz. A komplex rendelle-
nesség tobb transzkripciés faktor kapcsolatdn
keresztiil érvényesiil.

A kovetkezd el6adasban Nicholas Bodor (Gyogy-
szerkutaté Intézet/Ivax Corporation/ University
Florida) ,A retrometabolikus gydégyszertervezés iijabb
eredményei” cim( eladasat hallhattuk. Az el6adas-
bél megtudtuk, hogy a modern gyégyszerkutatas
és -tervezés egyik fontos szempontja a gyogyszer-
molekula (és metabolitjai) toxicitdsdnak csokken-
tése, vagyis a terdpids index névelése kell legyen. A
Bodor professzor éltal alkalmazott retrometabo-
likus megkozelitések 1ij médszereket kindlnak e cél
elérésére. Lehet6vé teszik — a szerkezet-hatas Ossze-
fiiggések, a szerkezet-metabolizmus Osszefliggések
és a fizikai-kémiai megfontolasok figyelembevéte-
lével — a szervezet kivant helyén hatd, biztonsagos
gyogyszerek létrehozasat. Az tin. retrometabolikus
hurok magéba foglalja a kémiai gyégyszeriranyitd
rendszerek (chemical delivery system, CDS) és a un.
lagy gyogyszerek (soft drug, SD) tervezését. A CDS
a gyogyszer valamely szervhez (agy, retina) torténd
célra iranyitasat és ,bezardsat” valdsitja meg, mig
az SD a terapias hatas kifejtése utdn megtervezett
és iranyitott médon elveszti hatdsat. A CDS o6n-
magdaban hatastalan és a helyszinen metabolikusan
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aktivalodik, az SD viszont hatékony vegyiilet,
amely metabolizmusa sordn veszélytelen anyagok-
ka alakul. Szamit6gép alkalmazasaval ma mar egy
4j vegytilet fizikai-kémiai paraméterei és metabo-
lizmusa is modellezhetd. Lényegesen csokkenthe-
t6k a kiprobalassal jar6 munkaidé- és anyag-
igények és igy elGzetesen megtervezhetSk a po-
tencidlis gyogyszerjeloltek. Az elére megtervezett
és irdnyitott metabolizmus pedig jelentSsen javitja
a leendd gyogyszer terdpias indexét. A nem kivant
mellékhatdsok, a toxikus kozbensd termékek kikii-
szObolése révén jelentSsen csokkennek, leegysze-
riisodik a hatas- és eloszlasprofil, a gyogyszerkol-
csonhatasok pedig — a tulterhelt enzimrendszerek-
ért verseng$ metabolizmus elkertilésével — kikii-
szobolhetdk.

Az el6ad¢ a fenti megkozelités gyakorlati alkalma-
zasait példakkal illusztralta. Tobbek kozott ismer-
tette a lagy béta-blokkolok terdpids felhasznal-
hatésagat, valamint a ,, molekuléris becsomagolas”
moédszerét, melynek segitségével példaul neuro-
peptidek atjuttathatok a vér-agy gaton. A retinalis
transzport megvaldsitdsa a szemészeti gyogysze-
rek kutatasa szempontjabdl jelent8s. Bodor profesz-
szor és kutatdcsoportja egyediilallé médon oldotta
meg a kortikoszteroidok mellékhatasainak elimi-
néalasat. A lagy szteroidok korébdl a kozelmultban
két 14j szemészeti készitmény (Lotemax és Alrex)
keriilt forgalomba. A vegyiiletcsoport vizsgalata és
fejlesztése szamos mas hatasteriileten (indikacié-
ban) is folyamatban van.

A hatodik Hégyes Délutin

A ,Hégyes délutanok” el6adéssorozat keretében
Falus Andréas, a Semmelweis Egyetem Genetikai,
Sejt- és Inmunbiolégiai Intézet igazgatdja ,, A hiszta-
min szerepe az immunreguldcioban; mire tanit egy
knock-out egér” cimmel 2001 februdrjaban tartott
nagy sikert el6adést. Szakirodalmi adatok, tobbek
kozott az el6ad6 eredményei alapjan egyre tobb,
tobbé-kevésbé indirekt bizonyiték sz6l amellett,
hogy a testszerte viszonylag nagy mennyiségben
jelen 1évé hisztamin — tdlmenden az eddig is jol
ismert élettani hatasokon (vasodilatacio, simaizom-
kontrakci6, gyomorsav-elvéalasztds, neurotransz-
misszié) — jelentés mértékben befolydsolja az
immun- és gyulladasi valaszreakcidkat. Jelen van
gyakorlatilag minden benignus (pl. embrionalis
szovetek, csontvel, regeneraléd6 szovetek) és
malignus (tumoros szdvetek és sejtvonalak) médon
0szt6do sejtben és szdvetben. Kideriilt az is, hogy a

hisztamin autokrin és parakrin médon szabalyozza
a sejtosztodast.

Egyre t6bb bizonyiték tdmasztja ala azt is, hogy az
immunregulaciéban dontd jelentSségl T-sejt pola-
rizdcié soran a hisztamin lokalisan a Thl/Th2
egyenstilyt Th2 irdnydba tolja el, azaz a hisztamin
termel&dése helyileg a sejtkdzvetitett immunvalasz
gyongiilésével és a humorélis immunreakci6 foko-
zodasaval jar. Mindkettének markans kovetkez-
ményei lehetnek, ami példaul latvanyosan médo-
sitja a szervezet helyi immunvalaszat bizonyos fer-
t6zéses és gyulladasos, illetve daganatos kérfolya-
matok esetén. E lehetSséget valdjdban csak in vivo
modellrendszerben lehet igazolni. Az elSadd és
munkacsoportja részt vett abban a nemzetkozi
munkdban, amely els6ként hozott létre geneti-
kailag moédositott hisztaminmentes egeret. Ennek
megvalositasa sordn a hisztamin termeléséért fele-
16s hisztidin dekarboxilaz (HDC) gént tették miiko-
désképtelenné aziltal, hogy az enzimfunkciéban
nélkiilozhetetlen fehérjerészt kédolé harom exont
eltavolitottak. A HDC* egér fertilis, és kiilonleges
jellegzetessége, hogy a kititott HDC miatti endogén
hisztaminhiany, kiils6 forrasbdl (pl. taplalék) potol-
hat6. Ez lehetévé teszi, hogy - az el6adasban
ismertetett — kiilonféle fenotipusokat hisztamintar-
talmu tap elvondsaval és hisztaminmentes diéta
adasaval létrehozzdk. Az el6adas bemutatta a HDC
knock-out (HDC*) egér meglepden szines fenoti-
pusat. A HDC* egerek fenotipusat mindig az
ugyanolyan hétterti vad (normdlis HDC-vel ren-
delkezg) egerekhez hasonlitottak.

A HDC* egér génexpressziés mintazatdban mutat-
kozo eltéréseket microarray (génchip) technikaval
is analizaltak, sok szervbdl cDNS konyvtarokat és
immortalizalt sejtvonalakat hoztak létre. Az eld-
adas nagyszerten igazolta, hogy a human genom
programhoz kapcsolddé kutatasok a modern tudo-
many legizgalmasabb kérdéseit érintik. Az el6adé e
tudomanyag egyik legfontosabb alkalmazdsanak
lehetséges ttjat illusztralta: a géntérképbdl szarma-
z6 ismeretek gyodgyszerkutatasban valé felhasz-
nalasédnak lehet&ségei és jelentGsége 1j tavlatokat
nyitnak a gydgyszeripar szamara.

A Hégyes Délutanok elGadasait minden esetben
szamos kérdés, hozzaszolas, izgalmas vita kovette,
ami a gyogyszerkutatés e teriileteinek aktualitasat
jelzi. A fokozott érdekl6déstdl batoritva az el6adas-
sorozat 2001-ben is tovabb folytatodik.

Beke Gyula és Nagy Tamds
Semmelweis Egyetem, Szerves Vegytani Intézet
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Fehérjéink tekergetoi: a dajkafehérjék

Csermely Péter: Stresszfehérjék
(Konyvismertetés)
Vince Kiad6, Budapest, 2001

Megszokhattuk mara, hogy a Vince Kiad6 Vilig—
Egyetem és Tudomany—Egyetem sorozatai a tudoma-
nyos kutatds kiilonb6zé szakdgainak magas szinti
Osszefoglalasat adjak; el6bbi a nemzetkozi, utébbi a
hazai kutatas élenjar6 képviselSinek tollabdl. A szak-
tertiletek kozott a biokémia kiilonféle dgazatai is
rendre ott szerepelnek: Venetianer Pal (d. Biokémia,
XXIII: 51-52, 1999) és Falus Andrés (1d. Biokémia,
XXIII: 111-112, 1999) kivalé munkai utdn a konyv-
sorozatban most Csermely Péter rukkolt el a maga
farbajaval, a dajkafehérjékkel, méghozza a sorozat-
béli el6deitS] megszokott nagyfoki igényességgel.
(S egyben példas szerénységgel is: a dicsGség jo
részét hangsulyosan atengedve a konyv szaklek-
toranak, Vigh Laszlénak. Mit is mond a vonatkoz6
yuppie-zsargon? Korrekt.)

A konyv atfogodan kitér a dajkafehérjék valamennyi
relevans aspektusara: szerepiikre, sejtbiokémiai,
evolicids és az dregedési folyamatokban megnyil-
vanulé vonatkozasaikra, tényleges és lehetséges
orvosbioldgiai alkalmazasaikra. Mindez érdem, de
mondhatni, elvarhat6 érdem. Ami viszont a konyv
kiilénleges erénye (legalabbis az én szememben),
az az altalanos biokémiai ,tdlalds”: ahhoz, hogy
szemléletesen bemutathassa, mit is csindlnak a
stresszfehérjék a sejt molekuldris forgatagaban,
visszanyul az alapvet6 (és néha nem is olyan
alapvetd) sejtbiokémiai folyamatokig, a fehérjék
szerkezetének, fizikokémiai tulajdonsagainak, fel-
tekeredésének igényes, korszer( és konnyen vizuali-
zalhato leirasat adva. A kép tag léptékét mutatja az
is, hogy magukrol a stresszfehérjékrdl — a bevezetd
kivételével — csak a 27. oldalon hallunk el$szor, s
még ezutdn is sokaig altalanos fehérjebiokémiardl
esik sz9, hogy aztan a 41. oldaltdl ténylegesen a
dajkafehérjék keriiljenek teritékre. A lattatas hason-
16 erdssége, hogy taldloé képeket villant fel a még
akédr a szakemberekben is megbtivé téves képze-
tekrdl az egyes sejtalkotokat (az RNS-t, a sejtmagot,
a citoplazmat) illeten. Az ismertetésben a szerzé
nemcsak a legalapvetSbb fehérjebiokémiai folya-
matokat, de az Osszetett sejtalkoté komponensek,
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fehérjék (lizoszoé-
mak, proteaszo-
mak, transzkrip-
cios faktorok, hisz-
tonok, centroszo-
mak stb.) mulko-
dését is szemléle-
tesen irja le és te-
kinti at. Kivalo és
jol lattatd képben
mutatja be a hid-
rogénhidkotések
és a hidroféb kol-
csonhatasok jelle-
gét, igen szép be-
mutatét ad a mo-
lekuléris zstufolt-
sagban (macromolecular crowding) bekovetkezd ese-
ményekrdl, taldléan foglalja 6ssze a hidegsokk so-
ran bekovetkezd eseménysort, leirdsa az apoptdzis
és a sejtnekrozis dsszehasonlitasardl szintén igen szép
és képletes, mint ahogy a prionok és a prionbeteg-
ségek problémakorét is igen szemléletesen lattatja.

TUDCMARY = EGYETEM

RTRESAFFEEIFRITKE

S teszi ezt gy, hogy kozben korantsem vadolhat6
azzal, hogy tajékozottsdga okan nagyképt lenne:
nagy ivben keriili az akadémikus komolyséagot,
mikozben komolytalannak sem nevezhet$ — nyel-
vezete messzemenden olvasmanyos és kozérthetd.
Csermely lattatdsdban a molekularis kép rendkiviil
mozgalmas €és mulatsdgos: a fehérjemolekulak
mocorognak, hidroféb kozegben kikopik a beliiket,
hésokk alkalmaval szétcincalédnak, a vizmoleku-
lak macerdljak a fehérjét, az a-hélixek beadjak a
derekukat és kénytelen-kelletlen kitekerednek, a
kolibaktérium rotamdza (a trigger faktor) becser-
készi a frissen polimerizalt fehérjét, az enzimkasz-
kadok tagjai belekopik termékiiket a kovetkezd
reakciot katalizdlé enzim aktiv centrumdba. Az
olvas6 lépten-nyomon, szinte minden masodik-
harmadik oldalon efféle és hasonlé ,hangzatos
mondatokba” botlik (szerepeljen itt csupan néhany
izelit6): ,valamirevalé ATP-hasité enzim vilagga
bujdosna szégyenében, ha ilyen cammogo sebessé-
gl ATP-hidrolizissel rendelkezne” (61. o.), ,az
Anfinsen-masszézsszalonnak vannak torzsvendé-
gei” (62. 0.), ,a sejt citoplazmajat nagyon sokan
egyfajta stird huslevesnek képzelik el ..., amelyben
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ugy koészélnak az egyedi fehérjék, mint a koérista-
lanyok a kardcsonyi forgatagban” (72. o.) (n.b.
hogyan készalnak a kéristalanyok a karacsonyi for-
gatagban?!), ,a stresszfehérjék ... olyanok a fehérje-
kindzok szamara, mint versenylénak az inditoket-
rec: mindaddig, amig jelen vannak, a kinaz inaktiv,
de toporzékolva varja, hogy aktivalédhasson” (79.
0.), ,,... a Clp-csalddban a stresszfehérjék képviselik
az észt, és a ClpP az a szegény rokon, akinek csak a
balta jutott” (86. o.), ,felépitése alapjan, megitélé-
sem szerint, a proteaszéma borbélynak elég pan-
cser lehet” (91. 0.), , puff neki” (96. 0.), ,a fehérjék
tehat kicsomagolas, szuszakolds és becsomagolds
nélkiil jutnak &t a magpéruson” (97. o.), ,ha a
stresszfehérjék mennyisége til kevés, ... a sejtes
baké szép lassan az akasztéfa ala ballag” (100. o.).

S hogy tovabb zdporozzanak a konyv erényeit so-
rol6 dicséretek: Csermely kivaléan ismeri — és
hivatkozza! — a kortdrs magyar szakirodalmat,
hivatkozasai dicséretesen frissek a nemzetkozi szak-
irodalombdl, s nemcsak frissek, de pontosak is:
ugyan kerestem (ha nem is célzott buzgalommal),
egyetlen félrehivatkozast sem taldltam. A konyv,
kozérthetGsége és a friss irodalmak miatt nemcsak
az érdekl6d6 - é&tlagosan mtvelt — olvaso, de
egyetemista hallgatok vagy akar a fehérjebiokémia
nem minden zugéban jartas szakember szamadra is
hasznos.

Bar el6-el6fordulnak néha taldn kissé tekervényes
megfogalmazéasok is, melyeknél némi agymunkat
igényel kibogardszni, mi is az alapiizenet, a konyv
szakmai nyelvezete rendkiviil igényes, a nyelvi
Osszeallitas és szerkesztés lathatéan gondos (elvét-
ve egy-egy sajtohiba vagy kovetkezetleniil hasznalt
szinonima). S hogy mindjart ellenpéldat is emlit-
sek: idénként (szamomra) tilsdgosan is torekszik a
magyaritdsra, példaul a ,detergens hatas” eseté-
ben, melyet ,, mosdszerhatasnak” fordit (ami ugyan
magyarul van, de nem jél adja vissza az eredeti
jelentést), mig az aggregaciét idegen szoval emliti,
holott van magyar megfelelGje, az 6sszecsapzodas.
S még egy nyelvi megjegyzés: elGszeretettel alkal-
mazza a ,sejtes” jelz6t, melyet szerencsésebb lett
volna elStagként haszndlni (sejtes folyamat helyett
sejtfolyamat, sejtes fehérje helyett sejtfehérje).

Messzire nyulo fejtegetései koziil kiilondsen érde-
kes, hogy éppen a stresszfehérjék lehetnek azok az
OsszetevSk, melyek alapjan kideriil, hogy az
Archaebaktériumok (Cs.P-nél nagyon helyesen

Gsbaktériumok — de akkor az eubaktériumok miért
eubaktériumok, miért nem tjbaktériumok?) nem is
olyan archaikusak, mint hittiik. Szintén elgondol-
kodtatd, amit abban a vonatkozasban emlit, miféle
molekularis mechanizmus is lehet a ,sejt h6mérg-
je”. Ennek kapcséan (és a szakirodalom alapjan) ha-
romféle mechanizmust vet fel, melyeknek egy ré-
sze evidensnek latszik, mas része kérdésesebb. Az,
hogy a termikus folyamatokban kdrosodott fehérje
maga is részt vesz a hésokkvalasz beinditasiban,
az é&ltalanos biokémiai mechanizmusok ismere-
tében (és a konyv kordbbi megallapitasai alapjan is)
nyilvanvalé. Ugyanakkor az, hogy a sejt 6nnon
hémérsékletét mRNS-szinten érzékelje — legalabbis
a kényvben nydjtott magyarazat alapjan (108. o.) —
kevésbé meggy6z6. Az pedig, hogy a membran
lipidosszetétele lenne a sejtszintli hémérd, szintén
logikusan hangzik, s patriéta kutatoként csak remél-
ni tudom. A magam részérdl a ,kodosité” allas-
ponttal szimpatizélok: sejth6méré (egyetlen szen-
zor), mint olyan, minden bizonynyal nem létezik,
mint ahogy — ha tetszik — h6mérséklet sincs, csak a
részecskék kinetikai energidjanak, mozgasanak vélto-
zasa, csupan a megvaltozott h6mérséklet (lam, mégis!)
hataséara bekévetkez6 megvaltozott folyamatok.

Néhany tovabbi elgondolkodtaté kérdés, megjegy-
zés: ha a stresszfehérje hidroféb 0sszetevSinek egy
részét a felszinén tartalmazza (Csermely szellemé-
ben: a belének egy részét kint hordja), hogyan
menekiilhet meg mas stresszfehérjék j6 szandéku
javité hatasaitol? (Hasonl6 kérdést a szerzg is fel-
tesz a 44. oldalon.) Kémiai értelemben nem tartom
szerencsésnek azt mondani, hogy az amidkotés egy
karbonilcsoportbdl és egy szekunder amincsoport-
bol all (19. o.): papiron ez igy néz ki ugyan, de
kémiai értelemben ugyanolyan téves képzetet kelt-
het az olvaséban, mint azok a téves képek (pl. a
DNS és az RNS 0Osszevetésérdl), amelyekrdl
Csermely oly talaléan rantja le a leplet. Fajlaltam,
hogy az oxidativ stressz kapcsan (65. old.) — f6ként
az allatvilagra, s azon beliil is csupan gerincesekre
(pontosabban hemoglobinnal rendelkezdkre) 6ssz-
pontosit, pedig az oxidativ stresszrdl sokat tudni
novényekben is. Mas helyiitt, a szteroidreceptorok-
rél szolva a szerz6 ugyan magéatol értet6dé altala-
nos kovetkeztetésként emliti (74. 0.), hogy a recep-
torfehérje nem lehet aktiv addig, amig szubsztratja
be nem kotédik, ez az olvasé szamara (legalabbis
szdmomra) nem vilagos: ezzel az erével dajkafe-
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hérje kellene minden enzim, minden antitest mellé
is... (Félreértés ne essék, nem azt firtatom, hogy a
szteroidreceptorok mitikodésében stresszfehérjék
jatszanak kozre (ezt a hivatkozott irodalom bemu-
tatja), hanem azt, hogy mindez oly nyilvdnval6an
sziikséges lenne a receptormiikddéshez.) De ezek a
megjegyzések akar pusztan jo szandéku kotozko-
désnek is tekinthetdk: fikarcnyit sem csokkentenek
a konyv értékén. Csermely Péter konyve tudoma-
nyos ismeretterjeszt6 munka a sz6 legnemesebb
értelmében: magas szintli tudomdnyos ismereteket
terjeszt, méghozza az olvas6 szdmadra érthetd, sét
élvezhet6 médon. Ajanlom nemcsak az érdekl6dé
laikusok vagy a biokémia szakos egyetemi hall-
gatok kezébe, de azon gyakorl6 biokémikusokéba
is, akik hajlandék szakteriiletiikre Csermely igé-
nyes, mégis konnyed pillantasaval tekinteni.

A Vince Kiadé tj konyvérdl szélva elkeriilhetetlen
és gyaszos kotelesség szot ejteni egy szomorti tény-
r6l: 49 éves koraban elhunyt Vince Gabor, a Vince
(kordbban Kulturtrade) Kiad6 megalapitéja, s azon
belil az emlitett Vilig—Egyetem és Tudomdny—
Egyetem sorozatok meginditéja. Munkassagaval
bizonyitotta, lehet egyszerre kiildetés és — a hiresz-
telésekkel ellentétben — nyereséges {izlet is magas
szintd népszerti tudoményos konyveket kiadni
(csak érteni kell hozzd), s ez nem csupan a kiilfoldi,
de a hazai tuddsok, miihelyek munkajara is vonat-
kozik. Halala torés a kiad6 tevékenységében, de ab-
ban remélhetbleg nem, hogy a tudomanyos soroza-
tok tovébbéljenek, és tjabb, a korabbiakhoz hason-
16 sikereket hozzanak.

Székics Andrds

Aba-Novak Vilmos a két habor( kozti
korszak kiemelkedd mlvésze az 1937-es
parizsi Vilagkiallitas magyar pavilonjaba
festette meg ,A francia—magyar kapcsola-
tok” cim( nagyméret( tablaképeit, és nyerte
el a Picasso vezette zslri Grand Prix-jét.
A két sorban kialakitott, 2 m széles és 7 m
magas tablakbol 2x7-es elrendezéshen kial-
litott pannok a két nép torténelmi és kul-
turalis kapcsolatait abrazoljak Aba-Novaktol
megszokott dinamikaval. Megjelenik a ké-
peken Berlioz, amint éppen a Rakdczi-indu-
16t komponalja, lathatd egy szobréasz, aki
Liszt Ferenc portréjat faragja, a haranglab
tovében Kapisztran Janos vezeti a keresz-
tény csapatokat. A francia tanitorendek kép-
visel6i, a kultdra és a kdzosen megélt torténe-
lem egy-egy epizddja lathaté még a képeken.
A mi dijakkal Gvezett sikereit méltatlan
utéélet kovette, a magyar allam tulajdoné-
ban Iévd mlveket a székesfehérvari muze-
umban téroljak, mdtargyhoz nem illd koérul-
mények kozott, aminek hatdséra a képek
megrongélodtak, gombas fertdzést kaptak.
Sok tizmilli6 forintos restauralas utan 2001.
augusztus 20-an Székesfehérvarott ismét
lathatova valnak e nagyméret(l és hanyatott
sorsU faliképek.
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