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K Ligandum- és aktívhely-függô P–O vagy C–O kötés-
hasadás szerves foszforvegyületekkel gátolt szerin
hidroláz enzimekben

Ligand- and active-site-dependence of P–O or C–O bond cleavage in
organophosphorous adducts of serin hydrolases

Ildikó M. Kovách

Department of Chemistry, The Catholic University
of America, Washington, DC 20064.

Összefoglalás

Az, hogy a POR’P(O)X szerkezetû vegyületek meny-
nyire hatékonyan gátolják a szerin hidroláz enzi-
meket, a molekula X-csoportjának elektronikus tulaj-
donságaitól és az RO-csoport méretétôl függ. A fosz-
foratomhoz kapcsolódó ligandumok elektronikus
tulajdonsága döntô jellegû abban, vajon a C–O vagy
a P–O kötés hasadása várható-e a keletkezett szerin
hidroláz foszfonátdiészterekben. Kimotripszin vagy
kolinészteráz aromás foszfonátdiészterekkel való
kölcsönhatásában P–O kötéshasadással járó fenoxi-
dion-távozás várható. Alkildiészterek esetében a
kovalens foszfonilcsoport ligandumainak további
sorsát meghatározó két fô tényezô az aktív hely
elektrosztatikus jellege és felépítése. Jelentôs nega-
tív elektrosztatikus és hidrofób erôk a C–O kötés –
esetenkénti metilcsoport-vándorlással járó – hasa-
dásának kedveznek, míg ez a lehetôség a szerin
proteázoknál nem áll fenn.

Ildikó M. Kovách

Department of Chemistry, The Catholic
University of America, Washington, DC 20064.

Summary

The stereoselectivity of phosphonylation of ser-
ine hydrolases by the POR’P(O)X group of com-
pounds is governed by the electronic properties
of X and the size of RO groups. The electronic
properties of ligands attached to P are decisive
in whether C–O or P–O bond cleavage occurs in
phosphonate diesters of serine hydrolases.
Phenoxide ions leave readily with P–O cleavage
from chymotrypsin and the cholinesterases. The
architecture and electrostatic character of the
active site governs the fate of a covalently
attached phosphonyl fragment. Strong negative
electrostatic and hydrophobic forces in the
cholinesterases preferentially promote C–O
bond cleavage with occasional methyl migration
whereas this route of dealkylation is nearly
absent in phosphonate esters of serine proteases.

A szerves foszforvegyületek kolinészteráz enzi-
mekre gyakorolt gátló hatása a tudományos érdek-
lôdés régi tárgya, fôként azért, mert ezek a nem ter-
mészetes, mégis enzimkatalizált reakciók – más
szerin hidroláz enzimek gátlásával ellentétben –
nagyon gyorsan zajlanak le, s ez igen súlyos élet-
tani és biológiai következményekkel jár. A gátlás
folyamatát három fázisban célszerû tárgyalni: (1)
foszfonilálás, (2) defoszfonilálás és (3) másodlagos
reakciók, mint dezalkilezés vagy dezarilezés [1].

A szerves foszforvegyületek szerin hidrolázokra
gyakorolt hatásának legeklatánsabb példája a ko-
linészteráz enzimek irreverzíbilis gátlása 2-(3,3-
dimetil-butil)-metil-foszfonofluoridáttal, azaz szo-
mánnal. A folyamat fô jellegzetessége az, hogy a

pinakolilcsoport gyors lehasadása a lehetséges de-
foszfonilezôdést megelôzôen következik be [1–19].
Úgy az enzim inaktiválása, mint a pinakolilcsoport
ezt követô távozása, általános sav-bázis katalízissel
történik [1–10,12,13,19]. Figyelemre méltó tény,
hogy az acetilkolinészteráz (AChE) katalizálta
dezalkilezés legalább tíz nagyságrenddel gyorsabb,
mint a megfelelô nem katalizált reakció [8–9]. A
kémiai átalakulások és a szervezetben való gyors
felszívódás miatt a szomán az egyik legveszedel-
mesebb ismert idegméreg. A fô indítékot arra, hogy
a gátlás minden fázisát az atomi szerkezet szintjén
értelmezzük, éppen a szomán katonai, harci gáz-
ként – akár katonai állomány, akár pedig a civil
lakosság ellen – történô használata szolgáltatja.
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A szerin hidroláz enzimek acilezése és
foszfonilezése közötti hasonlóságok
Az aktív csoport szerinjének foszfonilezése gyors
és hatékony, ha az inhibitorból távozó csoport
savas jellegû. A keletkezett adduktum az enzim és
a természetes szubsztrát közötti acilezési reakció
átmeneti állapotának szerkezeti hasonmása. A töl-
tésszétválás és a polarizálódás azonban erôsebb a
foszfonilezett adduktumban, mint az acilezés át-
meneti állapotában, aminek következtében az aktív
enzim csoportjai és a foszfonilcsoport között irre-
verzíbilis gátlást eredményezô kölcsönhatások lép-
nek fel. A kolinészterázok szománnal való gátlási
folyamatában az elsô fázis mechanizmusát korábbi
vizsgálatainkban feltártuk [20–25], s egy összefog-
laló cikkünkben [1] azt a következtetést vontuk le,
hogy az irreverzíbilis gátlást az enzim és a termé-
szetes szubsztrát közti reakció átmeneti állapota,
valamint a szerves foszforvegyülettel képzett ad-
duktum közti szerkezetkémiai különbségek okoz-
zák (1. ábra). A trigonális bipiramidális foszfonil
átmeneti állapot és a katalitikus triád (az elektro-
mos rájából (Torpedo californica, T. c.) származó
AChE enzim S200, H440 és E327 aminosavjai) hisz-
tidinje közötti kémiai kapcsolat akadályozza meg
azt a protonátadási folyamatsort, ami a a szerin
hidrolázok katalitikus szerincsoportjának acilezô-
dése és dezacilezôdése során a katalízis egyik fon-
tos eleme [26]. Ennek következtében a proton a ka-
talizáló hisztidincsoporton marad, míg a jó távozó
csoport leválik (különben a reakció elhanyagolható
mértékû), s így a sav-bázis katalitikus apparátus
megbénul: a folyamat tehát mechanizmusalapú
gátlásnak tekinthetô.

A mechanizmus pontosan megjósolja az általános
báziskatalízis hiányát a foszfonilezett enzim hidro-
lízisében, ami teljes összhangban áll a tapasztalati
ténnyel, hogy defoszfonilezôdés nem lép fel. Az
emberi butirilkolinészteráz (BChE) G117(119)H
mutánsával végzett kísérletek bizonyították, hogy
az enzimben egy célszerûen elhelyezett hisztidin-
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1. ábra Az acetilkolinészteráz (AChE) enzim irrverzíbilis gát-
lása P(S)-szománnal. Kölcsönhatások a Torpedo californica
AChE katalitikus triádjának közelében
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csoport visszaállítja az enzim általános bázikus ka-
talizáló jellegét, és így bizonyos adduktumokban
gyorsítja a defoszfonilezôdést [27]. Korábbi közle-
ményünkben [1] szintén megjósoltuk, hogy a mecha-
nizmus bekövetkeztéhez a katalitikus triádban egy
karboxilcsoport, valamint a kötôdés helyén egy W-
csoport szükséges, s ezek az elemek az enzim kris-
tályszerkezetében valóban jelen is vannak [28].
Amint a T. c. AChE kristályszerkezet ismeretessé
vált (2. ábra, balra fent), kémiai számításokat végez-
tünk abból a célból, hogy azonosítsuk az aktív cso-
port azon komponenseit, amelyek a gátlás folya-
matának különbözô fázisait segítik elô.

Enantioszelektivitás a szerin hidrolázok
foszfonilezôdése során
A kolinészterázok foszfonilezôdése a ROR’P(O)X
szerkezetû vegyületek P(S) enantiomerére nézve
szelektív folyamat. Az enantioszelektivitás akkor a
legnagyobb, ha X=F (az F, Cl, és 4-nitro-fenil szubsz-
tituensek közül). Az R-csoport hatása is akkor a
legerôsebb, ha X=F, az R-csoport pedig a kolincso-
porthoz hasonló: ennek legjobb példája a szomán.
Az R-csoport méretének növekedtével a kötôdés
módja és az enantioszelektivitás változhat [29].
Összehasonlításképpen: a kimotripszin e vegyüle-
tek közül szintén a P(S) enantoimereke nézve aktí-
vabb, de enantiszelektivitása sokkal kisebb, mint a
kolinészterázoké. Ezzel szemben a tripszin és a
szubtilizin gyorsabban reagálnak a P(R) enantio-
merekkel, különösen ha az R-csoport nagyobb
méretû. Az enzim aktív helyének elektrosztatikus
jellege és felépítése természetesen döntô tényezôk
az enantioszelektivitás mértékében.

Kolinészteráz enzimek inaktiválása szomán 
diasztereomerekkel

A királis P és Cα jelenlétének következménye, hogy
racém szomán négy diasztereomer keveréke. Míg a
kolinészterázok sztereoszelektivitása a P(S) konfigu-
rációra nézve 104 [13], a P(S)C(R)-szomán csak kissé
hatékonyabb, mint a P(S)C(S)-diasztereomer. Pél-
dául marha erythrocytából származó AChE hat-

szoros különbséget mutat a két P(S)-diasztereomer
közötti gátlási sebességi állandók tekintetében, míg
az elektromos angolna AChE esetében ez a különb-
ség csupán 1,6-szoros [13,30]. A sztereoszelektivitás
natív egér AChE [16] és emberi BChE esetében
jelentéktelen mértékû, de némely mutáns esetén
nagyobb értéket mutat. Emberi BChE esetében az
E197(199) D és Q helyettesítés a P(S)C(S)-szomán-
nal történô foszfonilezôdés sebességében 4,5-szö-
rös, illetve 11,8-szoros csökkenést okoz, míg a
P(S)C(R)-szománnal történô folyamatban a csökke-
nés 6,5-szörös, illetve 47-szeres [19]. Ezen eredmé-
nyek jelentôségét az adja, hogy a E197 karboxilcso-
port negatív töltésének hiánya csökkenti a mutáns
BChE affinitását, de növeli a sztereoszelektivitást a
P(S)-szomán diaszteromerek közt. Ugyanez a mu-
táció az egér AChE esetében kisebb hatással jár
[16]. A W82(84)A BChE mutáns esetében a fosz-
fonilezôdés lényegesen lelassul (0,15–0,38 száza-
lékra), ami az indolgyûrû kulcsszerepét bizonyítja
a szomán pinakolilcsoportjának kötésénél.

A kovalensen kötött foszfonilcsoport
sorsa szerin hidroláz enzimekben [31]
A C–O vagy P–O kötéshasadással bekövetkezô
másodlagos reakciók átmeneti állapotának tulaj-
donságait a reakciók pH-függésének, az izotópha-
tásoknak [8,9,19,33] és egyes termodinamikai para-
métereknek [8] a kimérésével, valamint kémiai szá-
mításokkal [2–7] jellemeztük. Azonosítottuk az
enzim katalitikus csoportjait, melyek kolinészterá-
zokban C–O kötéshasadást idéznek elô [8,9,19,32,
33]. Azok a molekuláris elemek, amelyek kovalens
4-nitro-fenil-, metil- és propil-foszfonilezett kimo-
tripszin adduktumokban P–O kötéshasadást okoz-
nak, szintén alapos mechanizmusvizsgálatok tár-
gyai voltak [32], ezekre azonban jelen közlemé-
nyünk nem terjed ki.

Az elsô szerkezeti modellünk a szomán gátolta
kolinészterázokban a dezalkilezôdést az ún. „push-
pull” mechanizmussal magyarázta, a H440H+, E199
és W84 aktív csoportok résztvételével [2,3] (2. ábra).
A H440 kationként megtartja a protont, amit a trip-
szin monoizopropil-foszfát-anionnal végzett neut-
rondiffrakciós mérések [34] és NMR vizsgálatok
[35] is alátámasztanak. A molekuláris modell sze-
rint a pinakolilcsoport egyik metilcsoportja köl-
csönhatásban áll a W84 indolgyûrûjével, míg a Cα
az E199 karboxiljához esik közel. Az átmeneti

2. ábra (lásd a címlapon)  A Cα atomváz a Torpedo cali-
fornica AChE enzim kristályszerkezetáben (Brookhaven Data
Bank 1EA5) (balra fent) és a dezalkilezôdési folyamatot elô-
segítô aminosavak elhelyezkedése (jobbra lent)
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állapot analóg, m-(N,N,N-trimetil-amino)-trifluor-
acetofenon és a T. c. AChE adduktumának késôbb
feltárt kristályszerkezetében nagyon hasonló köl-
csönhatási mód volt észlelhetô az inhibitor metil-
csoportjai, valamint a W84 és az E199 között [36].

A dezalkilezôdés pH-függése szomán gátolta
kolinészterázokban

A reakció leírásában elsôként a pH-függést írtuk le
[8,9,19,31,33]: elektromos angolnából, marha fôtusz
szérumból származó, valamint rekombináns egér
(rMo) AChE és rekombináns emberi (rHu) BChE és
mutánsaik esetében a P(S)-szomán diasztereome-
rekkel gátolt komplexben a dezalkilezôdés sebessé-
gi állandója a pH függvényében haranggörbét ír le,
ami a „push-pull” mechanizmust támasztja alá. Natív
egér AChE adduktumok esetén a dezalkilezôdés
sebessége a pH 3,5 és 5,0 közötti növekedtével hir-
telen emelkedik (3A ábra). A haranggörbe alapján a
számított pK-értékek, pK1 = pK2 = 4,0-4,9 és pK3 =
5,2-6,6. A kolinészteráz enzimekre vonatkozó se-
bességi állandók felsô határértékeit és az oldószeres
izotóphatásokat az I. táblázat ismerteti. A pK-érté-
kek két karboxilcsoportnak, az E199/202 és/vagy
az E327/334, valamint az E443/450 és a H440/447H+

csoportoknak a dezalkilezôdésben való részvételét
tanúsítják. A szomán diasztereomerekkel gátolt
E202(199)Q egér AChE mutáns dezalkilezôdése
esetén a pK3 = 5,5-5,8. A szomán gátolta natív és
E197(199)D emberi BChE dezalkilezôdésére vonat-
kozó szimmetrikus pH-profilból számított adatok
(3B ábra): pK2 = 3,7-4,6 és pK3 = 7,3-8,0, míg az
E197(199)Q mutáns esetében a pK3 csak 5,0 körüli
értéket mutatott. Az adatok arra vallanak hogy a
dezalkilezôdés a szomán gátolta BChE adduktu-
mokban egy karboxilcsoport és a H438(440)H+ rész-
vételével történik. A sebességi állandók maximuma
25 °C-on AChE esetében 1–6 1/min, BChE esetében
pedig 2 1/min.

Szomán gátolta AChE és BChE mutánsok csökkent
mértékû dezalkilezôdése a pH függvényében

A dezalkilezôdés maximális sebességi állandója a
P(S)C(S)-szomán gátolta és a P(S)C(R)-szomán gá-
tolta egér E202(199)Q AChE mutánsban rendre 18-
ad részére, illetve 47-ed részére történô csökkenést
mutat a natív értékekhez viszonyítva (pH=5).
Ugyanakkor 5 és 9 pH-értékek között a diasztere-
omerekben a csökkenés egyenlô mértékû (a kont-

roll 15-öd részére). Hasonló tendencia észlelhetô a
racém szomán gátolta emberi AChE esetén is: pH=6
értéken a mutánsokban a dezalkilezôdés 260-ad
részre, míg pH=8-nál 137-ed részre lassul [15]. A
megfelelô összevetés a T. c. AChE esetében ellen-
tétes irányú változást jelez: a dezalkilezôdés sebes-
sége pH=6 esetében 17-ed részre, míg pH=8-nál
600-ad részre csökken [14].

A II. táblázat összehasonlítási adatokat szolgáltat a
dezalkilezôdési sebességi állandó maximumának
csökkenésére a rekombináns emberi BChE és mu-
tánsait illetôen pH=5, 6 és 8 értékeken (3B ábra). A
mutáció hatása meglepôen pH-függô. A BChE
E197(199)D mutáció hatása csökken pH 5 és 8 közt,
amint ez a rekombináns egér és emberi AChE-nél
tapasztalható. Ugyanakkor, a BChE E197(199)Q
mutációnak a dezalkilezôdés sebességét csökkentô
hatása pH 5 és 8 közt erôsödik, amint az a T. c.
AChE-nél is tapasztalható, de ellentétes a többi ko-
linészteráznál észlelt eredménnyel.

A dezalkilezôdés sebessége a szomán gátolta
W82(84)A emberi BChE mutánsban pH=6-nál 2500-
ad részére csökken ha az izomer a P(S)C(S), és
6000-ed részére csökken, ha az izomer a P(S)C(R),
míg a pH-profil alakja változatlan, mivel a mutáció
nem ionizáló aminosavval történt. Hasonló
nagyságrendû csökkenést közöltek az emberi
AChE W86(84)A mutációra is [17].

Oldószeres izotóphatás

A sav-bázis katalízis klasszikus próbaköve az oldó-
szeres izotóphatás mértéke. A dezalkilezôdés se-
bességi állandójának maximumán a deutérium ol-
dószeres izotóphatása 1,3-1,4, ami mind a preproto-
nolálódást, mind pedig a protonátadást valószínût-
lenné teszi a reakció átmeneti állapotaiban.

A szomán gátolta kolinészterázok kis molekulatömegû
reakciótermékei [37]

Az elektromos angolnából származó AChE eseté-
ben a P(S)C(S)-szomán gátolta enzimben a dezalki-
lezôdés reakciótermékeit gázkromatoráfiás-tömeg-
spektrometriás (GC-MS) módszerrel (szelektív ion-
monitorozási mód mellett) tanulmányoztuk. A mû-
szert analitikai minôségû 2,3-dimetil-1-butin és 2,3-
dimetil-2-butin sztenderddel kalibráltuk a gáz fá-
zisban, míg a reakció vizes oldatának analíziséhez
a mûszer kalibrálására 2,3-dimetil-2-butanol és 3,3-
dimetil-2-butanol vizes oldatának diklórmetános
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kivonatát alkalmaztuk. Az elekt-
romos angolnából származó,
P(S)C(S)-szomán gátolta AChE
esetében a dezalkilezôdés pH=
5,0-nél és 25 °C-on, ~40% alként és
50–60% 2,3-dimetil-2-butanolt ered-
ményez. Nyoma sincs a 3,3-dime-
til-2-butanol terméknek, ami köz-
vetlen bizonyítékul szolgálhatna a
szekunder karbéniumion keletke-
zésére a reakció során. Az új ered-
ményt Michel és mtsai korábbi
eredményei [10] teljes mértékben
alátámasztják.

A dezalkilezôdés ellentmondásmentes
mechanizmusa szomán gátolta
kolinészterázokban

A kiterjedt pH-profil, az oldósze-
res izotóphatás és a termékek azo-
nosítása a szomán gátolta kolinész-
terázokban egyértelmûen a dezal-
kilezôdés „push-pull” mechaniz-
musát bizonyítják [8,9,19,31,33,37]
(2. ábra, jobba lent és 4. ábra). A
mechanizmus lényege, hogy a Cβ-
tól a Cα-hoz történô metilvándor-
lást, az alapállapotban lévô anion
kötôhelyérôl, az E199 és a W84 ál-
tal kifejtett elektrosztatikus és
sztérikus hatások okozzák.

A C–O kötéshasadás közel egy-
idejû a metilcsoport vándorlásá-
val, és így az átmeneti állapotban

Adduktum, kmax, [1/min] pK1(és pK2) pK3 k(H2O)/
szomán konfiguráció k(D2O)

Mo AChE, P(S)C(S) 2,4±0,5 4,5±0,1 5,2±0,2 1,3±0,1

Mo AChE, P(S)C(R) 1,0±0,1 4,1±0,1 5,8±0,1

Mo AChE, E202Q P(S)C(S) 0,071±0,008 — 5,8±0,2 1,4±0,2

Mo AChE, E202Q P(S)C(R) 0,021±0,003 — 6,2±0,2

Hu BChE, P(S)C(S)b 2,0±0,2 4,2±0,1 7,5±0,1 1,3

Hu BChE, P(S)C(R)b 1,8±0,4 3,7±0,4 7,8±0,4

Hu BChE E197D, P(S)C(S) 0,056±0,003 4,4±0,1 8,0±0,1

Hu BChE E197D, P(S)C(R) 0,056±0,003 4,7±0,0 8,1±0,1

Hu BChE E197Q, P(S)C(S) 0,31±0,03 4,6±0,1 5,0±0,1

Hu BChE E197Q, P(S)C(R) 0,22±0,03 4,9±0,2 4,9±0,2

Hu BChE W82A, P(S)C(S) 0,0008±0,0002 — 7,5±0,6

Hu BChE W82A, P(S)C(R) 0,0003±0,0001 — 7,3±0,4

Ee AChE, P(S)C(S)b 6,3±0,6 4,3±0,1 6,0±0,1

Ee AChE, P(S)C(R)b 5,1±0,4 4,3±0,1 6,6±0,2

FBS AChE, P(S)C(S)b 3,1±0,4 4,8±0,1 5,0±0,1

FBS AChE, P(S)C(R)b 3,1±0,4 4,8±0,1 5,3±0,1

I. táblázat A dezalkilezôdési reakció maximális sebességi állandói (kmax) és pK-
értékei szomán diaszteromerekkel gátolt kolinészterázokbana

a A számított értékek µ = 0,1 M (NaCl) és 25,0±0,1 °C-ra vonatkoznak. Az AChE esetében
három pK modellt (pK1=pK2), a BChE esetében két pK modellt alkalmaztunk.
Rövidítések: Mo: egér, Hu: human; Ee: elektromos angolna, FBS; marha fôtusz szérum.

b 4,0±0,1 °C-on mért adatokból és entalpiából számított értékek [8,9].

Szomán pH k0 [1/min] k0/k

diasztereomer natív E197D E197Q W82A

P(S)C(S) 5/6 2±0,2 36±5 6±0,5 2500±700

P(S)C(S) 8 0,18±0,02 8±2 450±100 3200±600

P(S)C(R) 5/6 1,8±0,2 32±5 8±0,7 6000±1000

P(S)C(R) 8 0,4±0,05 14±2 900±100 6000±1000

II. táblázat A dezlalkilezôdési reakció sebességcsökkenése, k0/k, szomán gátolta
rekombináns emberi BChE enzimben és mutánsaiban.

3. ábra A dezalkilezôdés pH-profilja. (A) rMo AChE-P(S)C(R) szomán (¡) és P(S)C(S) szomán (•); Mo AChE E202Q mutáns-
P(S)C(R) szomán (¨) és P(S)C(S) szomán (n). (B) rHu BChE-P(S)C(R) szomán (¡) és P(S)C(S) szomán (•); Hu BChE E197Q
mutáns-P(S)C(R) szomán (¨) és P(S)C(S) szomán (n); Hu BChE E197D mutáns-P(S)C(R) szomán (▲▲) és P(S)C(S) szomán (▲);
Hu BChE W86A mutáns- P(S)C(R) szomán (▼▼) és P(S)C(S) szomán (▼).
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nem következik be az éles töltéspolarizálódás, így
az enzimatikus katalízisre jellemzô gyenge köl-
csönhatások érvényesülnek. A H440H+ és az
elektropozitív oxianion-üreg biztosítja a C–O
kötéshasadáshoz, majd a foszfonátmonoészter
anionon kialakuló negatív töltés létrejöttéhez szük-
séges „húzó” hatást. Az enzim „stratégiája” a
dezalkilezôdés átmeneti állapotának stabilizálására

mintegy 14 kcal/mol energiacsökkenéssel jár [8] (a
megfelelô nem enzimkatalizált reakcióhoz viszo-
nyítva), és elkerüli egy intermedier képzôdését. A
karbéniumion pozitív töltésének központja a Cβ a
molekula alkilcsoportján van, ami viszont a W84
indolgyûrû nitrogénatomjától és az E199 karboxil-
csoportjától ~4 Å, a Cα atomtól pedig ~6 Å távol-
ságra helyezkedik el [7]. Így az aromás π elektro-
nok stabilizáló hatása erôsebb a Cβ atomon, mint a
Cα atomon. Az elsô intermedier a harmadlagos
karbéniumion, amely aztán gyorsan semleges ter-
mékekké alakul. Az E199 karboxilcsoport katali-
tikus szerepe kettôs: a harmadlagos karbéniumion
pozitív töltését stabilizálja az átmeneti állapotban és
általános báziskatalizátor az intermedier végsô ter-
mékké történô átalakulásában. A másodlagos kar-
béniumionból származó termékek teljes hiánya és
az oldószeres izotóphatás eredményei ellentmon-
danak a korábbi és gyakran idézett oxóniumion
mechanizmusnak [10,15,17]. A gyors preprotonálás
(amit a sebességmeghatározó másodlagos karbéni-
umion-képzôdés követ) < 1 oldószeres izotóphatás-
sal járna, ellentétben az észlelt 1,3-1,4 értékkel. A
reakciónak az oldat pH-jától való függése és az
ebbôl számított pK a foszfonátdiészter adduktum-
ban összhangban áll a katalitikus H440 szerepével a
dezalkilezôdés mechanizmusában. A dezalkilezô-
dött, szomán gátolta emberi BChE enzimmel vég-
zett differenciálkalorimetriai mérések [38], vala-
mint a szerin proteázok korábbi szerkezettanul-
mányai szintén bizonyítják a Ser metilfoszfonát-
anion–hisztidínium ionpár keletkezését 8-9-es pH-
értékek alatt. Bár e közlemény nem tért ki a szerin
proteázok másodlagos reakcióinak tárgyalására,
meg kell jegyezni, hogy ezek lényegesen eltérnek
az itt ismertetettektôl [32].
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Beszámoló a Szent István Egyetem Élelmiszertudományi Kar Mikrobiológia és Biotechnológia Tanszékének
a Szent István Egyetemi Napok keretében 2001. szeptember 4. és 7. között tartott szemináriumáról

A molekuláris biológia
módszertana és kutatási
eredményei alapvetôen
megváltoztatták a mikro-
organizmusok világáról
korábban kialakult ké-
pünket, és soha nem látott
mértékben felgyorsították
a mikrobiológia valameny-

nyi területének fejlôdését. Ez sarkallta a Szent
István Egyetem Élelmiszertudományi Karának mun-
katársait arra, hogy egy négynapos szeminárium
keretében átfogják a baktériumok és gombák geno-
mikájának molekuláris vonatkozásait, megismer-
tessék a résztvevôket a molekuláris biológiai mód-
szerek széles tárházával. A szervezô tanszék hosz-
szú évek óta fejleszti eszközparkját és tudását,
hogy e módszereket bevethesse a genomkutatás-
ban, molekuláris diagnosztikában és génklónozás-
ban, s a metodika alkalmazást nyerjen a kutatásban
és nem utolsósorban az oktatásban is.

A molekuláris biológia eredményeit meg lehet ta-
nulni könyvekbôl, cikkekbôl – a módszereket azon-
ban nem. Valószínûleg ez is hozzájárult a komoly
érdeklôdéshez s ahhoz, hogy a nyár derekán szer-
vezett szeminárium tervezett létszámkerete hamar
betelt, de a túljelentkezôknek is sikerült helyet szo-
rítani. Így mintegy 24 fôs „hallgatósággal” indult a
szeminárium, akik között a valóban egyetemi hall-
gatói korosztálytól kezdve a pályán több évtizede
dolgozó mikrobiológusig minden korosztály kép-
viselve volt. Volt, aki a mikrobiológiai diagnosz-
tikai tudását szerette volna kiszélesíteni, hajtotta a
tudásvágy, az új tudományos eredmények meg-
ismerése iránti igény. A résztvevôk megoszlása: 6 fô
a gyógyszeripar vagy gyógyszerkutatás területérôl,
4 fô a humán- és állategészségügybôl, 7 fô a mezô-
gazdaság, 1 fô a környezettudomány, 6 fô az élel-
miszer-kutatás és technológiafejlesztés területérôl
vett részt; a résztvevôk közül kilencen PhD-hall-
gatók voltak. A tanfolyam elôadásokból és gyakor-
latokból állt, amelynek programját a túloldali táb-
lázatban mutatjuk be (I. táblázat). A gyakorlatok
nagy részében a résztvevôk maguk is manuálisan
dolgoztak, míg a foglalkozások kisebb része gya-
korlati demonstráció volt. A program elôadói közé
sikerült az ország számos jó nevû egyetem és kuta-
tóintézet nagy rutinnal rendelkezô oktatóját és ku-

tatóját megnyerni, akik nem szûkölködtek tudásuk
átadásában. A résztvevôk beleláthattak annak mo-
lekuláris mélységeibe, hogy az egyre félelmeteseb-
bé váló Escherichia coli törzsek virulenciájának hát-
terében milyen plazmidok állnak, a nemzetközi
genomkutatási projektekbôl milyen új eredmények
születtek, és merrefelé tartanak ezek a kutatási
trendek. Kiderült, hogy a mitokondriális genom
még a gombákon belül is erôsen heterogén (szak-
szóval élve polimorfikus), és hogy mennyire beé-
pültek a vírus eredetû szekvenciák a gombák genom-
jába. A molekuláris taxonómiai, filogenetikai kuta-
tási eredmények sok esetben „átrendezték” a mik-
robák evolúciójáról és biodiverzitásáról kialakult
képünket, amely azonban még korántsem nevez-
hetô letisztultnak. Minél több molekuláris mód-
szert vetnek be, minél több közös gént analizálnak,
annál inkább kitûnik, hogy a hasonló fenotípusú
csoportok filogenetikai szempontból ugyancsak
heterogének. Kiemelt hangsúlyt kaptak a génkló-
nozással egyre hatékonyabbá váló expressziós rend-
szerek, amelyek lehetôvé teszik a mikrobák bio-
technológiai alkalmazásának rohamos fejlôdését.

A szervezôk odaadó munkáján túl nem felejtkezhe-
tünk el mindazon cégek, szervezetek szerepérôl
sem, akik támogatást nyújtottak a szeminárium
megrendezéséhez: a Bio-Rad, a Becton Dickinson, a
Bioscience és a Kvalitex cégekrôl, valamint a Szent
István Egyetem támogatásáról sem. Kiemelkedô
segítséget nyújtott a Bio-Rad Kft., akik nemcsak
anyagilag járultak hozzá a szeminárium megszer-
vezéséhez, de a vonatkozó kvantitatív PCR tech-
nikájukat (lásd 84–85. old.) is rendelkezésre bocsáj-
tották, illetve elôadásban ismertették.

Pénteken késô délután, a program végére érve a
résztvevôk megkapták az okleveleket, a PhD-hall-
gatók ezenkívül még a két kreditet is, s egyvalami-
ben biztosan egyetértettek a résztvevôk: a moleku-
láris biológia nemcsak szép, de nehéz is, és alkal-
mazása, szemléletformáló hatása kikerülhetetlen a
mikrobiológiában. Valószínûleg ez hozta elô egyik
kollégánkból azt a záróviccet, amely stílszerûen
álljon itt e beszámoló zárszavaként is: Mi van a pap
fejfájára írva? A válasz: Befejezte tanulmányait.

Mi még nem. Folyt. köv. (!?) Az igény: még több
metodikát, még több gyakorlatot!

Maráz Anna
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I. táblázat „A molekuláris biológia alkalmazása a mikrobiológiában” szeminárium programja

CÍM TÍPUS ELÔADÓ
2001. szeptember 4. (kedd)

A molekuláris biológia alapjai: A nukleinsavak általános jellemzése, Elôadás Dr. Balla Éva a

nukleinsavakra ható enzimek. Plazmidok

Plazmid izolálás baktériumból. Elválasztás agaróz gélelektroforézissel Gyakorlat Dr. Balla Éva a

Intestinalis és extraintestinalis megbetegedéseket okozó Elôadás Dr. Tóth István e

Escherichia coli virulencia plazmidjai

Molekuláris módszerek mikroorganizmusok Elôadás Dr. Maráz Anna a

identifikálására és tipizálására – általános áttekintés

2001. szeptember 5. (szerda)

Virulencia gén amplifikálása PCR technikával E. coli plazmidról Gyakorlat Dr. Tóth István e

Prokarióta mikroorganizmusok genomszerkezetének Elôadás Dr. Márialigeti
molekuláris jellemzôi Károly d

Az eukarióta mikroorganizmusok (elsôsorban gombák) Elôadás Dr. Vágvölgyi
nukleáris genomjának molekuláris jellemzése, kariotipizálás Csaba b

Az eukarióta mikroorganizmusok (elsôsorban gombák) Elôadás Dr. Kevei Ferenc b

mitokondriális genomjának molekuláris jellemzése

Mitokondriális DNS polimorfizmus vizsgálata Gyakorlat Dr. Hamari
RFLP technikával Zsuzsanna b

2001. szeptember 6. (csütörtök)

rDNS analízisen alapuló identifikálás és tipizálás baktériumoknál Gyakorlat Kovács Gábor d

A DGGE (Denaturáló Grádiens GélElektroforézis) alkalmazása 
baktériumok faji diverzitásának jellemzésére környezeti mintákban

RFLP technikák, PCR alapú módszerek és a DNS microarray technika Elôadás Dr. Varga János b

alkalmazása gombák genomanalízisére

Molekuláris módszerek alkalmazása a taxonómiában és filogenezisben Elôadás Dr. Deák Tibor a

Génklónozás prokariótákban – klónozó vektorok, gazdasejtek. Elôadás Dr. Rákhely Gábor c

A génexpresszió feltételei

Kariotipizálás pulzáló gélelektroforézissel Gyakorlat Dr. Maráz Anna a

rDNS RFLP analízis és RAPD alkalmazása gombák identifikálására Gyakorlat Dr. Balla Éva a

és tipizálására

2001. szeptember 7. (péntek)

A kvantitatív PCR alapjai és alkalmazási lehetôségei Elôadás Paulik József g

Mikotoxinok, mikotoxin termeléssel kapcsolatos gének, Elôadás Dr. Téren József f

mikotoxinogén gombák detektálása molekuláris módszerekkel

Génklónozás eukarióta mikrobákban – klónozó vektorok, Elôadás Dr. Maráz Anna a

gazdasejtek. A génexpresszió feltételei

Escherichia coli transzformálása rekombináns plazmiddal Gyakorlat Dr. Balla Éva a

a Szent István Egyetem, Élelmiszertudományi Kar, Mikrobiológia és Biotechnológia Tanszék, Budapest
b Szegedi Tudományegyetem, Természettudományi Kar, Mikrobiológia Tanszék, Szeged
c Szegedi Tudományegyetem, Természettudományi Kar, Biotechnológia Tanszék, Szeged
d Eötvös Lóránt Tudományegyetem, Természettudományi Kar, Mikrobiológia Tanszék, Budapest
e MTA Állatorvos-tudományi Kutatóintézete, Budapest
f Csongrád Megyei Állategészségügyi és Élelmiszerellenôrzô Állomás, Szeged
g Bio-Rad Magyarországi Kereskedelmi Képviselet, Budapest

Minden kedves olvasónak

Boldog Karácsonyt 

és eredményekben gazdag új esztendôt kíván a

MBKE Intézô Bizottsága.
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A Real Time PCR és a Bio-Rad iCycler iQ
alkalmazási lehetôségei

Bevezetés
A Szent István Egyetemi Napok 2001 keretében
rendezett „A molekuláris biológiai módszerek
alkalmazása a mikrobiológiában” címû szeminá-
riumon szó esett egy viszonylag új technika, a
Real Time PCR alkalmazási lehetôségeirôl is. A
„Real Time PCR technika” egyre elterjedtebb a
molekuláris biológiai eljárások között. A módszer
jelentôsége nemcsak az, hogy folyamatosan nyo-
mon követhetô a PCR reakció, hanem hogy lehe-
tôség van a kiindulási mennyiség meghatározásá-
ra és különbözô minták kvantitatív összehason-
lítására. Emellett ma már több készülék alkalmas
arra is (így a Bio-Rad iCycler iQ is), hogy a
keletkezett termék(ek) olvadási hômérsékletét
összevetve pontmutációkat azonosítsunk vele.

A fluoreszcens jelek detektálása az
iCycler iQ-val (hardver)
Felépítését tekintve az iCycler iQ egy thermocycler
és egy fluoriméter ötvözete, némi csúcstechnoló-
giával vegyítve (1. ábra). Maga a detektor egy
CCD kamera, ami elôtt a jel egy erôsítô rendsze-
ren halad keresztül. A gerjesztô fényt egy halogén
izzó bocsájtja ki. A legmegfelelôbb hullámhossz
beállítása automatizáltan (csak a használt festé-
ket kell megadni a szoftvernek), egy öt helyes fil-
terkerékbe ágyazott optikai szûrô segítségével
történik. A gerjesztô fénysugár az áttetszô fûthetô
tetôn keresztül jut el a mintákhoz. A kibocsájtott
fény ismét az emissziós maximum hullámhosszú
fényt átengedô szûrôn keresztül jut el a jelerô-
sítôbe, majd a CCD kamerához. A Bio-Rad által
más készülékekben (pl. konfokális mikroszkó-
pok) is sikerrel alkalmazott erôsítônek köszönhe-
tôen a készülék igen érzékeny, megfelelô reagen-
sek alkalmazásával a keresett szekvencia néhány
kópiáját is kimutatja.

A szoftveren keresztül vezérelt többszûrôs, fil-
terkerekes megoldás lehetôséget biztosít arra is,
hogy egy mintán belül a mûszer több fluoresz-
cens festéket is nyomon kövessen. Könnyen elvé-
gezhetô akár négy fluoreszcens festék detektálása

is egyidôben [1]. A multiplex vizsgálatok jelen-
tôsége fôleg a génexpressziós vizsgálatoknál
nagy, ahol sokszor igen kis mintamennyiségbôl
kiindulva kell pontos eredményeket elérni.

A jelfeldolgozás (szoftver)
A szoftver grafikus formában megjeleníti a fluo-
reszcencia mért változását (2. ábra). A standard
görbe segítségével lehetôvé válik az ismeretlen
minták mennyiségének meghatározása. A pro-
gram alkalmas a kapott termékek olvadáspontjá-
nak megállapítására is (Melt Curve Option). Ez
specifikus egy adott termékre ugyanúgy, mint a
fehérjékre a pI értéke. Az olvadási görbe nagy
jelentôséggel bír a pontmutációk kimutatásánál
és összevetésénél, ami egyben a leggyakoribb
alkalmazási területe (3. ábra).

Alkalmazási lehetôségek
A Real Time PCR-t és az iCycler iQ-t eddig a
következô alkalmazásoknál használták fel sikere-
sen [2–6]:

– Génexpressziós vizsgálatok

– Ún. „viral load”, vírusfertôzöttség mértékének
meghatározása

1. ábra A Bio-Rad iCycler iQ felépítése 

Fényerôsítô
CCD kamera

Emissziós 
filterkerék

Gerjesztô fény 
filterkerék
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– GMO teszt: a genetikailag módosított
összetevôk százalékos arányának
megállapítása élelmiszer-mintákban

– Pontmutációk meghatározása (Single
Nucleotide Polymorphism)

Összefoglalás: a jó Real Time
PCR rendszer ismérvei
A fentiek alapján a következô tulajdon-
ságokat emelhetjük ki, melyek egy jó
Real Time thermocycler-re jellemzôk:

– Érzékenység: nagyon alacsony kópia-
szám (1–10) kimutatása.

– Széles dinamikus tartomány: pontos
(lineáris) mérés tág koncentrációhatá-
rok között

– Többféle kémiai háttér alkalmazási le-
hetôsége (TaqMan, Molecular Beacon,
FRET próbák, Sybr Green I. stb.).

– Multiplex lehetôség: egyszerre több
szekvencia detektálása ugyanabból a
mintából.

– Könnyen kezelhetô szoftverháttér.

A Bio-Rad iCycler iQ a piacon fellel-
hetô egyik legrugalmasabb Real Time
thermocycler. A világszerte eladott több
mint 2000 mûszer és a több mint húsz
irodalmi hivatkozás azt bizonyítja, hogy
kedvelt a kutatók között, és jól használ-
ható a fenti alkalmazásokra.

Hivatkozások
[1] Boekman, F., Tan, L., Brisson, M., Park, R., Harnby,

K. (2001) Real-Time multiplex PCR using the
iCycler iQ detection system. BioRadiations, 106: 24–27.

[2] Allen-Jennings, A. E., Hartman, M. G., Kociba, G.
J., Hai, T. (2001) The roles of ATF3 in glucose
homeostasis. J. Biol. Chem., 276: 29507-29514.

[3] Beresford, G. W. Boss, J.M. (2001) CIITA coordi-
nates multiple histone acetylation modifications
at the HLA-DRA promoter. Nat. Immunol., 
2: 652-657.

[4] Helps, C., Reeves, N., Tasker, S. Harbour, D.
(2001) Use of real time quantitative PCR to detect
Chlamidophilia felis infection. J. Clin. Microbiol.,
39: 2675-2676.

[5] Moir, S., Malaspina, A., Ogwaro, K. M.,
Donoghue, E. T., Hallahan, C. W., Ehler, L. A.,
Liu, S., Adelsberger, J., Lapointe, R., Hwu, P.,
Baseler, M., Orenstein, J. M., Chun, T. W., Mican,
J. A., Fauci, A. S. (2001) HIV-1 induces phenotypic
and functional perturbations of B cells in chroni-
cally infected individuals. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 98: 10362-10367.

[6] Schneider, D., Shahabuddin, M. (2000) Malaria
parasite development in a Drosophila model.
Science, 288: 2376-2379.

2. ábra Az iCycler iQ „Real Time adatainak” grafikus megjelenítése

3. ábra Az olvadáspont görbe (Melt Curve) deriváltja: olvadáspont
grafikus megjelenítése

Az iCycler iQ rendszer
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Beszélgetés az emberi genomról

Beszámoló a „Hôgyes délutánok” keretében 2001. június 19-én elhangzott „Kerekasztal a génekrôl”
címû elôadás-sorozatról
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Molekuláris biológiai vegyész szemmel
Az elôadó-délután nyitóelôadását tartó Hollósi
Miklós kémikusként arra vállalkozott, hogy rövi-
den vázolja a nukleinsavkémia és molekuláris bio-
lógia kialakulását. A történet 1869-ben kezdôdött,
amikor Miescher gennysejtek magvából izolált egy
savanyú jellegû, híg lúgban oldódó, foszfortartal-
mú anyagot, amelyet nuclein-nek nevezett el.
Ahogy a fehérjék szerkezetvizsgálata során, itt is
kezdettôl fogva szükség volt a kémikusok és bioló-
gusok együttmûködésére, hiszen a természetes ere-
detû minták kezelése biológiai ismereteket igé-
nyelt. Hamar megjelentek az enzimek is (foszfatá-
zok stb.), ezekbôl a késôbbiek során a nukleinsav-
kutatás igazi sztárjai lettek. A szerkezetvizsgálat és
szintézis területén Emil Fischer, a szerves kémia
egyik legnagyobb egyénisége végzett úttörô mun-
kát. Helferich társaságában ô dolgozta ki az elsô
nukleozid szintézist (1917). Ôket Levene, Chargaff,
Todd, Carter, Cohn és Khorana követték. Todd és
munkatársai írták le a természetes ribonukleozi-
dok, valamint a nukleozid-foszfátok (nukleotidok)
elsô szintézisét (1947). A Chargaff-szabályokra,
valamint Franklin és Wilkins DNS rostokon végzett
röntgenkrisztallográfiai vizsgálataira támaszkodva
Watson és Crick levezették a DNS kettôs hélix szer-
kezetét, feltárva ezzel a replikáció mechanizmusát
is. A genetika Nägeli munkásságával kezdôdött, aki
elsôként írta le a kromoszómákat (1842). Húsz
évvel késôbb Mendel megfogalmazta az öröklôdés
szabályát. A kromoszómákat és Mendel munkássá-
gát közel 40 évig figyelemre sem méltatták. A kro-
moszómaelmélet kidolgozása Sutton nevéhez fûzô-
dik (1902), a kromoszómák öröklésben betöltött
alapvetô szerepének felismeréséért Morgan 1933-
ban részesült Nobel-díjban. De több mint tíz évnek
kellett eltelnie addig, amíg általánosan elfogadottá
vált, hogy a genetikai információt nem a fehérje,
hanem a DNS hordozza. Végül a baktérium- és
fággenetika megnyitotta az utat a molekuláris geneti-
ka kialakulása elôtt.

Az elôadó röviden összefoglalta a DNS szerkezeti
szintjeit a kettôs hélixtôl egészen a kromoszómák-
ig. Kitért a molekuláris genetika többnyire angol
eredetû szakkifejezéseire is – ezek magyar megfele-
lôi vagy nem léteznek, vagy nem terjedtek még el.
[A részletek iránt érdeklôdôknek a szerzôk ajánlják

Bálint Miklós: Molekuláris Biológia (I–II. kötet,
Mûszaki Könyvkiadó, Budapest, 2000) címû köny-
vét és Nyitray László: Géntechnológia címû elekt-
romos jegyzetét (http://cerberus.elte.hu/biokemia/
rekdns.htm)]. Vázolta a genomkutatás elválasztás-
technika és enzimológiai módszereit. A nukleinsav-
szekvenálás és a géntechnológia legfontosabb esz-
közei azonban a restrikciós enzimek, amelyek specifi-
kus, úgynevezett palindrom szekvenciákat hasíta-
nak. (A palindroma azt jelenti, hogy egy szó vagy
mondat elölrôl és hátulról olvasva azonos. A
restrikciós enzimeket elsôsorban prokarióták „hasz-
nálják” idegen eredetû DNS lebontására. Az ismert
képviselôk száma több mint száz. A restrikciós 
enzimek úgy hasítják az óriási DNS-molekulákat,
hogy a restrikciós fragmensek jellegzetes ujjlenyo-
matot alkotnak. Különbözô restrikciós enzimeket
alkalmazva, az átfedô fragmensek lehetôvé teszik a
hosszú DNS-láncok egyértelmû felépítését. A
restrikciós enzimek felfedezéséért Arker, Smith és
Nathans részesült Nobel-díjban (1978). Ami talán
még fontosabb: a hasadási helyeken elvágott lán-
cok a DNS ligázok segítségével újra egyesíthetôk.
Így a két enzim együttes alkalmazása lehetôséget
teremt a gének „szabására-varrására”, sôt mi több,
új, tetszôleges DNS-szakaszok beépítésére is. Berg
(Nobel-díj, 1980), Boyer és Cohen úttörô munkássá-
ga a hetvenes évek elején a rekombináns DNS techni-
ka kifejlesztéséhez vezetett. Ennek lényege az, hogy
új génszakaszok és gének állíthatók elô laboratóri-
umi körülmények között. Az új génkombinációk
klónozhatók – vagyis megsokszorozhatók – megfe-
lelô sejtekben a gazdasejt saját DNS-szintetizáló
mechanizmusa révén. Sôt mi több, az új gének át-
írhatók és a transzlációt követôen új fehérjék állít-
hatók elô. Vagyis, a gazdasejt genetikai anyaga
szinte tetszés szerint változtatható.

A másik csodálatos, az ember szolgálatába állított
enzim a Taq DNS polimeráz. Ez az enzim a hôforrá-
sokban élô baktériumból, a Thermus aquaticus-ból
származik, az optimális mûködési hômérséklete 
72 °C, de kibírja a 95 °C-ot is. A Taq polimeráz a
polimeráz láncreakció (PCR) kulcsenzime. Ezzel a
módszerrel egyetlen DNS molekulából 109 másolat
készíthetô el kevesebb mint egy óra alatt. A PCR
módszer kifejlesztôjét Mullis-t is Nobel-díjjal tün-
tették ki (1993).
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A géntechnológiában kezdettôl fogva fontos szerep
jutott a kémiának. Van azonban két terület, ahol a
kémikusok látványos eredményeket értek el, döntô
mértékben felgyorsítva a kutatásokat. Az egyik a
DNS bázissorrendjének meghatározása (szekvenálás).
Számos hatékony eljárás ismeretes, a legszelleme-
sebb közülük a Sanger által kifejlesztett didezoxi
módszer. Érdekessége az, hogy nem lépésenkénti
lebontáson, hanem az enzimkatalizált DNS szinté-
zis irányított megszakításán alapul. Nem véletlen,
hogy didezoxi módszer felfedezéséért Sanger 1980-
ban megkapta a második kémiai Nobel-díját is (az
elsôt a fehérjék, elsôsorban az inzulin szerkezet-
vizsgálatáért ítélték oda neki 1958-ban).

A kémia másik nélkülözhetetlen hozzájárulása a
szilárdfázisú oligonukleotid szintézis. Az alapok már
adva voltak, hiszen a szilárd fázisú peptidszintézis
megvalósításáért Merrifield már Nobel-díjban ré-
szesült (1984). Az oligonukleotidok peptidektôl kü-
lönbözô kémiai tulajdonságai miatt természetesen
más hordozót és védôcsoportokat kellett választani.
Egy ciklus 10 percig tart és 98%-os hozammal hosz-
szabbítja meg az oligonukleotid láncot.

A tudomány „haszonállatai” az Escherichia coli bak-
térium és az élesztô gomba voltak. Vektornak nevez-
zük az adott szervezet esetében azt a DNS-t, ami
autonóm sokszorozódásra képes. Az E. coli eseté-
ben használható vektorok a plazmidok és a λ fág ne-
vû vírus. A restrikciós enzimek segítségével úgyne-
vezett tapadóvégek alakíthatók ki, amelyek meg-
engedik az új DNS-szakasz vagy gén beékelését. A
lényeg az, hogy mind a plazmid, mind pedig az új
DNS-szakasz hasítható legyen a választott restrik-
ciós enzim segítségével. Az antibiotikumreziszten-
cia elvesztése indikátorként szolgálhat, jelezve,
hogy sikerült az új DNS-t beépíteni, elrontva a re-
zisztenciagént. Ha a vektor nem tartalmaz megfele-
lô hasítási helyet, úgy oligonukleotidszintézissel
elô lehet azt állítani és hozzá lehet kapcsolni a vek-
torhoz. Ily módon kiméra DNS-molekulák állítha-
tók elô, amelyek egymással kapcsolatban nem álló
génekbôl épülnek fel. Általánosabban alkalmazha-
tó vektorok a bakteriofágok.

A nyitóelôadást a humán genom vizsgálatának fel-
vázolása zárta. Az elôadó kitért a genomkutatás
gyakorlati vonatkozásaira és hasznára is. Foglalko-
zott a rekombináns DNS-technika (géntechnológia)
orvosdiagnosztikai, régészeti, ôslénytani alkalma-
zási területeivel, valamint a felmerült számos új
kérdéssel és problémával. Hangsúlyozta, hogy a
humán genom meghódítása csak az elsô lépés, ami
most következik, az a proteómakutatás és a funkcio-

nális genomika, az élettudományok területén ezektôl
remélhetô az igazi áttörés.

A humán genom meghódítása
Nyitray László (ELTE, Biokémiai Tanszék) – a re-
kombináns DNS technikák aktív felhasználója – be-
vezette a hallgatóságot a genomkutatás mûhelytit-
kaiba. A videoprojektor alkalmazásával segített, jól
felépített és színes elôadásból megismerkedtünk a
genomkutatás személyi, szervezeti és technikai
elôzményeivel. Mint ismeretes, a Human Genom
Project (HGP) 1990-ben indult be J. Watson irányí-
tásával, akitôl a vezetést késôbb F. Collins vette át.
1998-ban „szállt ringbe” a Celera Genomics, J.C.
Venter vállalkozása, amely mögött hihetetlenül
erôs mûszer- és számítógép-ipari háttér állt. A mun-
ka sikerét a Sanger-féle didezoxi módszeren ala-
puló automata fluoreszcens szekvenátorok megjelenése
biztosította. A kapilláris elektroforézisen alapuló
legmodernebb szekvenátorok teljesítôképessége
már >1 Mb/nap és a szekvenálás költsége mind-
össze 0,5 $/bp (Gb=gigabázis, Mb=megabázis, kb=
kilobázis, bp=bázispár). Az adatok kiértékeléséhez
nagy teljesítményû számítógépekre és a feldolgo-
zást elôsegítô új tudományág, a bioinformatika kiala-
kulására is szükség volt. A könnyen kezelhetô genom-
könyvtárak létrehozása céljából egyre hosszabb kló-
nokat kellett elôállítani. Jelenleg a mesterséges kromo-
szómáknál tartunk, ilyen a YAC és a BAC (utóbbi
150 kb méretû szekvenciák klónozására is alkalmas).

Az emberi genom óriási méretû, legújabb adatok
szerint 3,2·109 bázispárból (3,2 Gb) épül fel. Célsze-
rû volt kisebb genomú élôlények – prokarióták
majd eukarióták – genomjának felderítésével kez-
deni a munkát. A HGP konzorcium klónról klónra
haladt, eredményeit folyamatosan közzétette. A
Celera a „shutgun” módszert alkalmazta: nem tö-
rôdve a kromoszómákkal, a teljes genomot apró
darabokra tördelték és az információk „összeillesz-
tését” a számítógépekre bízták.

Örvendetes, hogy a munka sikerét a HGP és a
Celera 2000. június 26-án közösen jelentették be,
hangsúlyozva, hogy a humán genom („The Book of
Life”) az emberiség közkincse. Ez a könyv izgalmas
és egyben hátborzongató olvasmány. Megdöbben-
tô, hogy a 3,2 Gb méretû, 23 kromoszómára elkülö-
nülô humán genom szekvenciájának csupán né-
hány százaléka gén. A fehérjegének számát jelenleg
35000-re becsülik (átlagos hosszúságuk 30 kb), is-
meretes ~740 RNS-gén is. Az átírt DNS kb. 30%, de
csak kb. 1,5% az információhordozó exon, az intro-
nok az átszabás (splicing) során kihasadnak. Az
átírást szabályozó (pl. promóter és más szabályozó
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elemek) DNS-láncszakaszok hosszát 20 százalékra
becsülik. Azonosítottak a genomban kb. 200 bak-
teriális eredetû gént is, de a legmegdöbbentôbb az,
hogy a genom mintegy 50 százaléka – jelenlegi
ismereteink szerint funkcióval nem rendelkezô –
ismétlôdô (szemét vagy „önzô”) DNS.

A DNS által kódolt fehérjék teljes mennyisége a pro-
teom. A fehérjegének száma ugyan csak ~35000, de
az emberi fehérjék számát több mint 100000-re be-
csülik. Ez azt jelenti, hogy különbözô mechaniz-
musok révén (pl. alternatív splicing, poszttranszlá-
ciós módosulások) egy adott DNS-szakaszból vég-
eredményben több fehérje is lehet. A genom és pro-
teom információtartalmát adatbázisokba helyezik.
Ezek alapján megkezdôdhet a félelmetes mennyi-
ségû adathalmaz feldolgozása, mely bôven ellátja
munkával a molekuláris biológusokat a következô
évtizedre. (Jelenleg több mint ötven prokarióta és
öt eukarióta élôlény teljes genomját ismerjük.)

Kezünkben van tehát életünk könyve, de még
messze vagyunk annak teljes megértésétôl. A DNS
kis töredékének ismerjük csak a szerepét, a fehérjék
nagyobb részének biológiai funkciója nem ismert.
A nagyszámú nyitott kérdésre a funkcionális genomi-
ka és funkcionális proteomika adja meg majd a vá-
laszt. A következô szint a DNS és a fehérjék szerke-
zetének atomi felbontású megismerése (szerkezeti
genomika) lehet. A fehérje-térszerkezeti adatbankok
több mint 15000 fehérje röntgenkrisztallográfiai
vagy NMR módszerrel meghatározott atomi koor-
dinátáit ôrzik; a térszerkezetek feltárása segít  a
fehérjék biológiai funkciójának megismerésében is.
Ez után következik a fehérjékbôl és nukleinsavak-
ból felépülô szupramolekuláris komplexek vizsgálata
és a makromolekulák közötti interakciós és funkci-
onális hálózatok felderítése. Az elôadó kitért saját
géntechnológiai munkájára is (a miozin nehéz lánc
génjének azonosítása).

Humán tripszinek vizsgálata
Szilágyi László (ELTE Biokémiai Tanszék) elsôsor-
ban tanszéki kutatásokról számolt be. A humán
genom feltérképezése során került sor a 7. kromo-
szóma egy kb. 0,7 Mb-nyi szegmensének szekve-
nálására. Ezen a szakaszon a T-sejt receptor (TCR)
β-láncának a génje található. A variábilis génszeg-
mensek két oldalán tandem duplikációra utaló el-
rendezôdésben nyolc tripszinogén gént is találtak. E
szakaszok többsége inaktív, általában pszeudogén.
A cDNS szekvenciák alapján azonosították a T4
gént a humán kationos tripszinogénnel (humán
tripszinogén 1) és a T8 gént a humán anionos trip-
szinogénnel (humán tripszinogén 2). Ez a két trip-

szinogén elsôsorban a pankreászban expresszáló-
dik, nyomokban azonban számos más szövetben is
kimutatták. A humán tripszinogén 1 (T4) számos
tumorban intenzíven kifejezôdik.

További vizsgálatok során kiderült, hogy a 7. kro-
moszóma egy rövid szakasza, három Vβ génsza-
kasz egy tripszinogén génnel együtt (T9) transzlo-
kálódott a 9. kromoszómára. Jelenlegi tudásunk
szerint ez a genomátrendezôdés csak az emberre
jellemzô. A T9 gén aktív terméke azonosnak bizo-
nyult a mezotripszinnel, a pankreászban kis meny-
nyiségben expresszálódó inhibitorrezisztens trip-
szinnel és az agyban expresszálódó tripszin 4-gyel.

Szilágyi László és munkatársai klónozták a humán
tripszinogén IV génjét és kidolgoztak egy hatékony
bakteriális expressziós rendszert a fehérje nagy
mennyiségben történô elôállítására. A humán trip-
szin 4 enzimatikus aktivitása szintetikus amid- és
észterszubsztrátokon mérve megegyezik a szarvas-
marha, illetve a patkány tripszinével, ugyanakkor a
polipeptid jellegû ininhibitorok az elôbbieknél 4–6
nagyságrenddel gyengébben gátolják. A tripszinek
szekvenciáját összehasonlítva felmerült az a gyanú,
hogy a humán tripszin 4-nek e különleges tulajdon-
sága egyetlen mutáció eredménye. Az adatbázisok-
ban található valamennyi tripszinszekvenciában,
néhány kígyóméreg tripszintôl eltekintve, a 193-as
pozíciót glicin foglalja el, míg a humán tripszin 4-
ben (és az említett kígyóméreg tripszinekben is)
ebben a pozícióban arginin található. Irányított
mutagenezis kísérletekkel sikerült igazolni, hogy
az inhibitorrezisztenciát valóban az Arg193 okozza.
Röntgenkrisztallográfiás úton meghatározták a
humán tripszin 4 térszerkezetét, és megállapítot-
ták, hogy az arginin oldallánca a tripszinmolekula
felszínén az S2’ szubsztrátkötô helyen helyezkedik
el, és ily módon sztérikusan és elektrosztatikusan
gátolja az inhibitormolekulák kapcsolódását. Az
eredmények világosan mutatják, hogy egy ilyen,
alapvetôen biokémiai jellegû munkában is milyen
nagy segítséget nyújt a DNS adatbázisokból nyer-
hetô információ.

Az elôadásokhoz többen is hozzászóltak (Tomasz
Jenô, Gráf László, Hermecz István). E beszámoló
szerzôi úgy gondolják, hogy az elôadóülés érdekes
és hasznos volt. Rohanó korunkban mindenki tud –
elsôsorban a televízió, számítógép stb. jóvoltából –
az informatika forradalmáról. Kevesen vannak
azok, akikben tudatosodott az, hogy a humán ge-
nom megismerése talán minden idôk legjelentô-
sebb és legnagyobb haszonnal járó felfedezése.

Hollósi Miklós, Nyitrai László és Szilágyi László
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2001. második félévének elsô Hôgyes délutánjára
október 9-én került sor a gyönyörûen felújított
Hôgyes-teremben. Az elsô elôadó Prof. Hideg
Kálmán (PTE, Szerves és Gyógyszerkémiai Intézet)
volt, aki „Szabad gyökök szerepe a bioaktív vegyületek
kutatásában” címmel adott áttekintést a terület gyógy-
szerkémiai és biológiai vonatkozásairól. Elôadásá-
nak rövid összefoglalójából is kitûnik, hogy a gyógy-
szerkutatás számára nemcsak új hatóanyagok, ha-
nem akár diagnosztikumok és farmakológiai „esz-
közök” is kifejleszthetôk az elmondott ismeretek
alapján.
A földi élet az oxigén jelenlétéhez alkalmazkodott,
amely maga is biradikális vegyület – vagyis szabad
gyök nélkül nincs élet. Ugyanakkor az enzimek és
az antioxidánsok által nem kontrollált oxidációs
folyamatok során képzôdô gyökös és nem gyökös
reaktív oxigén- és nitrogénintermedierek (ROI,
RNI) okozta károsodás, az oxidatív stressz, számos
patológiás folyamat velejáróra. Az oxidatív szabad
gyökök rövid (10-1 – 10-9 s) élettartamúak, így kimu-
tatásuk csak hosszabb élettartamú gyökké alakítás-
sal lehetséges. A leggyakoribb spincsapda vegyü-
letek a nyílt láncú és aliciklusos nitronok (PBN,
POBN, DMPO). Az elôadó csoportja új, adamantán
típusú spincsapda reagenseket és szingulett oxigén
csapdázására alkalmas ún. kettôsen jelölô (spin és
fluoreszcens) reagenseket állított elô. Az oxidatív
stressz okozta károsodást csak olyan specifikus
enzimekkel, antioxidáns molekulákkal lehet ered-
ményesen csökkenteni, kiküszöbölni melyek a ke-
letkezés helyén és pillanatában azokat kevésbé
toxikus molekulákká képesek metabolizálni. Az
elôadó munkacsoportja hazai és külföldi iskolákkal
együttmûködve úgy találták, hogy a stabilis nitroxid
szabad gyökök diamágneses aminprekurzoraihoz
kapcsolt – egyébként antioxidáns hatással nem ren-
delkezô vegyületek – antioxidáns hatást is mutat-
nak, így terápiás értékük megnô, illetve a pirrolin-
vagy piperidéngyûrû szinergizálja az antioxidáns
molekula (pl. Ebselen) hatását.
Az elôadás harmadik tématerülete a spinjelölés
volt. Az elôadó a hely- és funkcióspecifikus spin-
jelzô reagensek kifejlesztését és azok biofizikai,
biokémiai alkalmazását ismertette. A pirrolin, pir-
rolidin, illetve piperidin szabad gyökök megfelelô
származékai alkalmasak arra, hogy a stabilis para-
mágneses vegyületeket lipidek, gyógyszerek, ami-
nosavak vázába beépítsük, így esély van rá, hogy a
spinjelzést még szelektívebbé és érzékenyebbé te-
gyük a biomolekula alakjának és funkciós csoport-
jainak a lehetô legkisebb mértékû változtatásával.

A következô elôadó Prof. Arányi Péter (Sanofi-
Chinoin) volt, aki „Originális gyógyszerkutatás: alkal-
mazott funkcionális genomika?“ címmel tartott elô-
adásában bemutatta a mai gyógyszerkutatás új le-
hetôségeit, különösen amelyek a genomika ered-
ményeibôl adódnak [az elôadó e témakörben folyó-
iratunk hasábjain is beszámolt, ld. Arányi, P. (2001)
Gyógyszerkutatás molekuláris célpontok felhasz-
nálásával. Biokémia, XXV: 50–52. – A Szerk.]. A
humán genom szerkezetének 2001 februárjában
történt elsô vázlatos publikálása nagy reményeket
keltett a gyógyszergyártók körében éppúgy, mint a
betegek és az orvostársadalom képviselôi között. A
tudományos közélet vezetô személyiségei meg
vannak gyôzôdve arról, hogy ezen új ismertek bir-
tokában a gyógyszerkutatás hozzáférhetô moleku-
láris célpontjainak a száma egy csapásra megsok-
szorozódott, és ez nagy lendületet adhat az inno-
vatív originális gyógyszerek felfedezésének. A kö-
zelmúltban – már a humán genom vázlat közzé-
tétele elôtt – egyre nagyobb számban váltak ismert-
té új gének szerkezetei, melyek közül az érdeke-
sebbeknek tûnô célpontok validálása nagy intenzi-
tással kezdôdött meg. Ezt példázza, hogy a mind-
össze három éve felfedezett orexinreceptorok fizi-
ológiás szerepének tisztázásával szinte egyidôben,
2000-ben látott napvilágot a SmithKline Beecham
orexin antagonista fejlesztési jelöltje, mely az obezi-
tás, esetleg az alvászavarok gyógyításában nyerhet
felhasználást.
A jelenleg létezô gyógyszerkincshez tartozó mo-
lekulák kb. 700 molekuláris célpont segítségével
fejtik ki hatásukat, míg a lehetséges célpontok szá-
mát 5 és 10 ezer közöttire becsülik. A molekuláris
célpont kiválasztása és validálása a hatásmechaniz-
mus ismerete révén lehetôvé teszi a terápiás terület
meghatározásán kívül bizonyos várható mellékha-
tások predikcióját és az elsô szûrôvizsgálati rend-
szerek hatékony kidolgozását is. A molekuláris cél-
pont validálása példájaként az elôadó a PDE4 enzi-
met mutatta be, melynek gátlása a gyulladásos be-
tegségek kezelésében lehet elônyös. A gyógyszerfej-
lesztés folyamatának áttekintése során hangsúlyoz-
ta, hogy a molekuláris célpontok kiválasztásában
kivételes esélyeket teremtô funkcionális genomikai
ismeretek egyre nagyobb mértékben járulnak hoz-
zá az új gyógyszerek azonosításához. Ugyanakkor
a gyógyszerfejlesztés komplex folyamatában to-
vábbra sem tekinthetünk el a klasszikus szakterü-
letek komplex alkalmazásától.

Hideg Kálmán és Arányi Péter
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Az Eötvös Loránd Tudományegyetemen 2001.
szeptember 28-án, a „Bruckner-termi elôadások”
sorozat keretében két tudományos beszámoló
hangzott el. Elsôként dr. Zarándi Márta, egyetemi
docens (Szegedi Orvostudományi Egyetem, Orvosi
Vegytani Intézet) ismertette a rákos megbetege-
dések, illetve az Alzheimer-kór kezelésére alkalmas
peptidekkel és származékaikkal kapcsolatos ered-
ményeiket, majd dr. Györgydeák Zoltán, egyetemi
docens (Debreceni Egyetem, Szerves Kémiai Tan-
szék) vette át a szót, megismertetve a hallgatóságot
a különbözô glikozil-amidok, -imidek és karbodi-
imidek elôállításának új és hatékony módszerével.

Zarándi Márta bevezetôjében felhívta a figyelmet
arra, hogy az átlagéletkor kitolódásával párhuza-
mosan növekszik egyes – különösen az idôskorra
jellemzô – megbetegedések gyakorisága. Ide sorol-
hatók egyes daganatos betegségek és az Alzheimer-
kór, melyek kialakulásában és kezelésében is köz-
ponti szerepe van különbözô peptideknek, peptid-
származékoknak. Az elsô részben a rákos sejtek fej-
lôdését gátló ún. növekedési hormont felszabadító
hormon-(GH-RH) antagonisták szintézisét és bioló-
giai hatását ismertette az elôadó. A másodikban az
Alzheimer-kór kapcsán célba vett, a neurotoxicitás
kivédésére alkalmas, illetve az aggregációt gátló
„beta sheet breaker” (BSB) peptidek tervezésérôl, elô-
állításáról és szerkezet–hatás vizsgálatáról számolt be.

Megfelelô GH-RH-antagonisták alkalmazásával
van lehetôség e hormonok termelôdésének vissza-
szorítására, s a kutatócsoport ezt a szabályozási
lehetôséget kihasználva tûzte ki célul az irodalom-
ban már ismert antagonistáknál hatásosabb vegyü-
let szintézisét. Többlépcsôs szisztematikus változ-
tatásokkal számos új peptidet állítottak elô, me-
lyeknek in vitro és in vivo vizsgálataiban az ered-
mény kecsegtetô. Néhány peptidszármazék jóval
hosszabb ideig volt kimutatható, ami elônyös lehet
a gyógyszerként való alkalmazás szempontjából.

Az elôadás második felében egy tipikus idôskori
betegségrôl, az Alzheimer-kórról és kezelési lehetô-
ségeirôl esett szó. A betegség kialakulásában döntô
jelentôségû az ún. amiloid prekurzor protein (APP),
melybôl az enzimes hasítással képzôdô β-amiloid
peptidek (βA) neurotoxikus hatása ma már bizo-
nyított, és aggregációjuk amiloid plakkok kialaku-

lásához vezet. Több kísérlet irányult a neurotoxici-
tás, illetve a plakk-képzôdés kivédésére alkalmas
(ún. funkcionális antagonisták; BSB) peptidek szin-
tézisére. A βA más és más szekvenciáit alapul véve
szisztematikus módosításokat hajtottak végre, szá-
mos rövidebb peptidet állítottak elô, melyek közül
több származék az irodalomban leírt BSB peptidnél
nagyobb mértékben gátolta a βA aggregációját. Si-
került elôállítani olyan származékot is, mely mind
in vitro, mind in vivo kísérletekben kivédte a βA neu-
rotoxikus hatását. Reménykeltô, hogy ezek a szár-
mazékok alapul szolgálhatnak új, az Alzheimer-kór
progresszióját gátló gyógyszerek kifejlesztéséhez.

A másik elôadásban Györgydeák Zoltán a külön-
bözô glikozilszármazékok (amidok, imidek, karbo-
diimidek) trimetil-foszfin felhasználásával, optima-
lizált reakciókörülmények között történô elôállítá-
sáról számolt be. Az élô szervezeteket vizsgálva
számos esetben találkozhatunk a fehérje–szénhid-
rát kapcsolódás különbözô típusaival. Erre példa a
β-N-acetil-D-glükózamin és az aszparaginsav kö-
zött, vagy az α-D-ribofuranozil-glicinamidban meg-
valósuló amidkötés. Az elôadás elsô részében a
szerzô áttekintette a glikozil-amidok szintézisére
korábban már publikált módszereket – például
glikozil-aminok acilezése vagy szililezett savami-
dok glikozilezése révén, de az amidkötés kialakít-
ható glikozil-izotiocianátok és a kívánt savak kö-
zött lejátszódó reakcióval, illetve glikozil-tioami-
dok higanysó katalizálta átalakításával is. Az elô-
adásban bemutatásra kerültek a Staudinger-reakció
módosításai, illetve az így elôállított vegyületek. A
kísérletek során a szerzô és munkatársai reagens-
ként többféle alkil-, illetve aril-foszfint próbáltak ki,
valamint vizsgálták különbözô oldószerek és a hô-
mérséklet hatását a reakciókra. A termékeket (gli-
kozil-amidok, -imidek és -karbodiimidek) sokolda-
lúan jellemezték (NMR, MS, optikai tisztaság) és
vizsgálták kémiai reaktivitásukat is. A kapott ered-
mények alapján elmondható, hogy a legjobb kiter-
melést trimetil-foszfin alkalmazásával lehet elérni,
s emellett szól a reakcióelegy viszonylag egyszerû
feldolgozhatósága, valamint az a tapasztalat is,
hogy az így elôállított foszfiniminek kiválóan hasz-
nálhatók további átalakításokhoz.

Ligeti Melinda és Tugyi Regina
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Konok Tamás 1930-ban született Budapesten. 1953-
ban végzett a Képzômûvészeti Fôiskolán, s emellett fel-
sôfokú zenei tanulmányokat is folytatott a gyôri Zene-
mûvészeti Konzervatóriumban. 1959-ben Franciaor-
szágba költözik, 1970-ben a francia állampolgárságot is
felveszi. Kiállításai, ösztöndíjai, megbízásai kapcsán
világszerte sok helyütt dolgozik – 1960 és 1980 között
külföldön állítja ki munkáit (önálló kiállítások: Párizs,
New York, Washington D.C., Los Angeles, Hamburg,
Köln, München, Rotterdam, Zürich, Genf, Bázel,
Stockholm stb.), 1980 óta hazai kiállításai is újfent gya-
koriak. 1985 óta a Budapesti Mûszaki Egyetem vendég-
professzora, 1998 óta a Magyar Képzômûvészeti Egye-
tem Társadalmi Tanácsának tagja. 1997 óta a francia
l'Ordre du Mérité lovagja. Fontosabb hazai kitüntetései,
díjai: Derkovits-ösztöndíj (1958), Kossuth-díj (1998).

Ábrázolásvilágát – melyben elemzôi gyakran felfedezik
zenészi háttér és a metafizika nyomait is – a mérnökien
pontos, mégis egyszerû szerkesztettség, a szigorú vonal-
vezetés, a geometrikus jelek, ívek, vonalak, síkidomok
és formák megtervezett illeszkedése vagy kontrasztja
jellemzi. Az így kialakított geometrikus térhatás mintegy
folytatása a Kassák, Moholy-Nagy, Malevics-féle konst-
ruktivista vonulatnak, azonban az üres terek és formák
váltakozása révén kialakított dinamizmus, a különbözô
anyagok, színek, formák illeszkedése, egymásba ágya-
zódása vagy éppen ellentéte, a szabályos és a szabály-
talan ismétlôdések ritmikája révén jellegzetesen egyéni
láttatás. A „hagyományos” olajfestmények (akril, vá-
szon) mellett kollázstechnikát is alkalmaz, vásznon,
kartonon, merített papíron egyaránt. Amint Lucia
Moholy írja róla: „Az „anyag” fogalmát nála úgy kell ér-
teni, hogy az „organikus” természetû alapterek a belôlük
kinövô alakzatok élô hordozóivá válnak: képletek, ame-
lyeknek segítségével az ember és a mûvész Konok érzé-
seit és gondolatait közvetíti. Kiegészítô a „forma”, ez
nélkülözhetetlen a tér megnyitására, amelybôl az alakzat
az elôre elképzelt képtérbôl felénk lép anélkül, hogy az
alaptértôl való távolságot megtagadná. Ennek az erede-
tileg síkban fogalmazott alakzatnak festôi funkcióját ren-
dezô vonalakcentusok tisztázzák és támasztják alá.
Ugyanakkor a mû összhatását is növekvô és egyre
tisztább egyértelmûséggel határozzák meg. A festôi el-
járásnak ezen a módon létrehozott zárt egysége, amely
mind a három fokon egy specifikus képmisszióban lép
fel, összességében egy Konokra jellemzô képarchitek-
túrában találkozik, és lehetôséget nyújt filozofikus gon-
dolatok kiváltására is. Konok mûvészetének elemzése
nem lenne teljes, ha nem utalnánk mûveinek filozófiai
hátterére is.”
Az itt látható képek a 2001. augusztus 11 – szeptember
16. között a székesfehérvári Szent István Király Múze-
umban tartott, „Kivonatok erkölcsi bizonyítványomból”
címû kiállításának anyagából származnak, és ismert mun-
káival párhuzamosan a nyolcvanas évek elején készül-
tek. A tárlat darabjai éppenséggel nem tipikus Konok-
képek: a kollázstechnikát – tôle szokatlan módon – kife-
jezetten figurális elemek beépítésére használja, s homo
ludensként játszik a tér-forma-szín összhangjával.
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Konok Tamás, Szemrevétel (1985), karton, kollázs

Konok Tamás, Isten ésszel, angyal értelemmel (1985),
karton, kollázs
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Beszámoló az Európai Kombinatorikus Tudományok Társaságának elsô kongresszusáról
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A kombinatorikus ké-
miai tudományok
európai mûvelôi –
mintegy kétéves elô-
készítô munka után –
hivatalosan is mega-
lapították önálló szer-
vezetüket, amelyet
2001-ben European
Society for Combinato-
rial Science néven je-
gyeztettek be. A kom-
binatorikus kémia

hazai mûvelôit az a megtiszteltetés érte, hogy az új
társaság elsô hivatalos kongresszusának megszer-
vezésére Furka Árpádot, az ELTE Szerves Kémiai
Tanszék professzorát kérték fel. Így kerülhetett
megrendezésére 2001. július 1–5. között az EURO-
COMBI-1 (First Symposium of the European Society
for Combinatorial Sciences), amelynek az ELTE TTK
új Konferencia Központja adott otthont. A Szervezô
Bizottság munkájában az egyetemi (ELTE), az aka-
démiai (MTA Kémiai Kutatóközpont) és az ipari
(Chinoin, ComGenex, Richter) kutatóintézetek ve-
zetô kombinatorikus szakemberei vettek részt, az ô
példamutató összefogásuk tette lehetôvé a szimpó-
zium sikeres lebonyolítását.

A kilencvenes évek közepétôl – különösen a ten-
geren túlon – számos konferenciát rendeztek „com-
binatorial chemistry, high-throughput screening, molec-
ular diversity, drug discovery” témakörökben és a
rokon területeken, amelyek elsôsorban a gomba
módra szaporodó kisebb magáncégek és a „big
pharma” közép- és felsôszintû vezetô rétegét cé-
lozták meg. Az elsô jelentôsebb európai rendez-
vényen (a 240 résztvevôs CombiChem 2000 konfe-
rencián Londonban) is elsôsorban a gyógyszeripar
képviselôi voltak többségben. Bár az ilyen jellegû
konferenciáknak nagyon fontos szerepük van, de
hiányosságaikat is látnunk kell. Érthetô módon –
üzleti, szabadalmi okokból – kevesebb szó esik az
alapkutatások legújabb eredményeirôl, az új szin-
tetikus, analitikai, biológiai stb. módszerek fejlesz-
tésérôl, és az sem mellékes, hogy az igen magas
részvételi költségek sok potenciális érdeklôdôt

(doktorandusz, posztdoktor, fejlôdô országok kuta-
tói stb.) távol tartanak ezektôl a rendezvényektôl.

A kombinatorikus kémia mûvelése ma már nem
csak a gyógyszeripar kiváltsága. A kombinatorikus
módszert, szemléletet sikerrel alkalmazzák számos
vegyületcsalád, pl. a növényvédô szerek, szuprave-
zetôk, termokróm vegyületek, polimerek vagy ka-
talizátorok kifejlesztésére. A kombinatorikus kémia
anyagtudományokra (materials science) gyakorolt
hatását az amerikai Science magazin azzal díjazta,
hogy ez a terület felkerült a Breakthrough of the Year
1998 tízes listájára.

Mindezeket figyelembe véve az Eurocombi-1 Szer-
vezô Bizottsága az alábbi szempontokat igyekezett
érvényesíteni. A részvételi díjak megállapításakor
arra törekedtünk, hogy minden kategóriában az
eddigi hasonló konferenciákhoz képest is a legala-
csonyabb árakat tudjuk biztosítani. A hazai résztve-
vôket még ennél is kedvezôbb elbírálásban része-
sítettük. Néhány kivételt leszámítva az „egy cég,
egy elôadás” elvét is sikerrel alkalmaztuk. Elsôként
valósítottuk meg, hogy a kombinatorikus kémia
két legaktívabb területének (gyógyszerkutatás és
anyagtudományok) képviselôi egyazon konferen-
cián találkozzanak, lehetôséget kínálva a közvetlen
információcserére és a szakma legjobbjainak sze-
mélyes találkozójára is.

Az Eurocombi-1 konferenciát kb. 25 országból
összesen 343 résztvevô kereste fel. A tudományos
elôadások mellett a rendezvényhez számos kiállí-
tás is csatlakozott. Az Országos Mûszaki Múzeum
támogatásával a Harmónia-terem elôterében került
megrendezésre a „Magyarok a Tudományért” kiál-
lítás, amiért Vámos Erzsébet igazgató asszonyt ille-
ti külön köszönet. Ugyanitt lett kiállítva az elsô
szintézisblokk Furka Árpád laboratóriumából és az
eredeti Takátsy Gyula által kifejlesztett 96 lyukú
értékelô lemez (96-well plate). A Gömbaulában ren-
dezett szakmai kiállításon 10 országból 37 cég állí-
tott ki, a résztvevôk megtekinthették a legújabb
manuális és automata laboratóriumi szintetizáto-
rokat, a kombinált analitikai rendszereket, a vegyü-
lettárak és adatbázisok kezelésére kifejlesztett
szoftvereket, a biológiai tesztelésre alkalmas HTS-
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készülékeket, hogy csak néhányat említsünk a szé-
les választékból.

A tudományos program összeállítása a Nemzetkö-
zi Tudományos Bizottság szakavatott elôkészítô
munkáját dicséri. Az elôadások egy szekcióban a
340 fôs színházteremben zajlottak. A rendelkezésre
álló korszerû technikára nagy szükség volt, hiszen
a 61 elôadó nagy része a komputeres kivetítést
részesítette elônyben, és az ábrákat igen változatos
formában (laptop, CD, ZIP, floppy) hozták maguk-
kal. Az ELTE Oktatástechnikai Csoport és a hall-
gatókból, doktoranduszokból álló csapat lelkes
munkájának köszönhetôen az elôadások gördülé-
kenyen követték egymást, még a legújabb generá-
ciós Macintosh laptop csatlakoztatása sem jelentett
akadályt.

Az 5 negyvenperces plenáris elôadás (keynote lec-
ture) megtartására Furka professzor az adott szak-
terület reprezentatív képviselôit kérte fel. A neves
elôadók közül Ivar Ugi (Technical University of
Munich) a multikomponensû reakciókról tartott
elôadást; Günther Jung (University of Tubingen) új
polimer reagensekrôl és a Fourier-transzformációs
tömegspektrometria alkalmazási lehetôségeirôl be-
szélt; Ian Maxwell (Avantium Technologies BV) az
integrált, nagy hatékonyságú technológiák fejlesz-
tési folyamatokba való beillesztésérôl számolt be;
Takashi Takahashi (Tokyo Institute of Technology) a
természetes és mesterséges könyvtárak szintézis-
módszereit tekintette át; Manfred T. Reetz (Max-
Planck-Institut) pedig az enantioszelektív enzimek
irányított evolúciós átalakíthatóságára mutatott be
példákat. További 11 felkért elôadó (invited lecture)
színesítette a palettát: szó esett a szilárd hordozók
továbbfejlesztésérôl, a Bayer-féle szintonkoncepci-
óról, dinamikus könyvtárakról, kombinatorikus
kvantumkémiáról, új polimerek elôállításáról, a
peptodomimetikum gyógyszerjelöltekrôl, sôt az
újdonságok kereskedelmi értékesítésének lehetô-
ségeirôl is. A programot még további 45 húszperces
orális elôadás, valamint 80 poszter tette teljessé.

A konferencia zárónapján került sor a szponzorok
által alapított díjak kiosztására. A Tudományos
Bizottság helyzete nem volt irigylésre méltó, mert
sok remek elôadásból és mûvészien tervezett
poszterekbôl kellett kiválasztani a néhány szeren-
csést. A Chemical Computing Group AG (Németor-
szág) által kiírt Young Investigator Award elsô díját
Guido Kirsten (Max-Planck-Institut, Németország)
a komputeres könyvtártervezés céljaira kifejlesztett

evolúciós algoritmus kidolgozásáért kapta, míg a
második díjat Menno Monnee (Utrecht University,
Hollandia) vehette át szintetikus receptormoleku-
lák split-mix módszerrel történô elôállításáért. A
Polymer Laboratories Ltd. (U.K.) felajánlását, a leg-
jobb poszternek szóló kitüntetést Miriam Royo
(University of Barcelona, Spanyolország) részére
ítélték, akit a guanidinrészletet tartalmazó farma-
kofor csoportok vizsgálatáért jutalmaztak. A
Sigma–Aldrich Kft. különdíjat alapított (elsôsorban
35 év alatti) magyar kutatók külföldi tudományos
kongresszuson való részvételének támogatására. A
három díjból kettôvel a tudományos és szervezô
bizottságok munkában is részt vevô ComGenex Rt.
két vezetôjét, Darvas Ferencet és Ürge Lászlót jutal-
mazták a metaboloma kombinatorikus módszerek-
kel való kutatása, illetve a reakcióparaméterek pre-
dikciója terén elért eredményeikért, a harmadik dí-
jat Kéri György (Semmelweis Egyetem) nyerte el a
jelátviteli mechanizmusok fókuszált könyvtárak
segítségével végzett tanulmányozására irányuló
vizsgálataiért.

Ma már szinte elképzelhetetlen konferenciát ren-
dezni szponzori támogatás nélkül, s az Eurocombi-
1 sem kivétel. A szervezôk külön köszönik a követ-
kezô szponzorok nagylelkû támogatását: Accelrys
Inc. (U.K.), Asinex Ltd. (Oroszország), BASF (Né-
metország), Bayer (Németország), Bentham Science
Publishers (Hollandia), ChemDiv, Inc. (USA),
Chemical Computing Group AG (Németország),
Chemspeed Ltd. (Svájc), CHIMICAoggi (Olaszor-
szág), CombiChemNet (U.K.), ComGenex (Magyar-
ország), Gedeon Richter (Magyarország), Henkel
AG (Németország), Morphochem (Németország),
Pharmacore Inc. (USA), Polymer Laboratories Ltd.
(U.K.), Sigma–Aldrich (Magyarország).

Nem lehet megfeledkezni partnerünkrôl, a Coop-
congress Kongresszusszervezô Iroda lelkiismeretes
munkájáról sem, külön kiemelve a felelôs szervezô
Uttry Borbálát és az irodavezetô Vadkerty Editet.

A konferencia programja a nagyszámú elôadás
miatt igen feszes volt, de így is volt lehetôség él-
ményt adó szociális programokra. A megnyitó ün-
nepség utáni fogadás a Harmónia-teremben alkal-
mat adott külföldi vendégeinknek – akik közül szá-
mosan elôször jártak magyar földön – a magyar
konyhával és a kiváló minôségû magyar borokkal
való bensôséges ismerkedésre. Ezt az élményt erô-
sítette a lajosmizsei záróbankett, amelynek fénypont-
ja a „Puszta ötös” bravúros lovasbemutatója volt.
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A European Society for Combinatorial Sciences a kon-
ferencia alatt tartott ülésén határozott az Euro-
combi rendezvények folytatásáról. A 2003-ban sorra
kerülô Eurocombi-2 rendezési jogát Koppenhágá-
nak ítélték oda. Ezen az ülésen Furka Árpádot, a kom-
binatorikus kémiában elért eredményeit elismerve, öt

évre a Társaság tiszteletbeli elnökévé választották.
Az Eurocombi-1 konferencia információs anyaga
részletesen olvasható az alábbi két honlapon:
http://www.eurocombi.com
http://szerves.chem.elte.hu/combchem2001/
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Ismeretek az egyedfejlôdésrôl: a csírasejtektôl a 
programozott sejthalálig
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Hoffmann Gyula, Csoknya Mária:
FEJLÔDÉSBIOLÓGIA II.
(Könyvismertetés)

Pro Pannonia Kiadó Alapítvány, Pécs, 2000

A biológiai alapismeretek egyre nagyobb szerepet
kapnak, nemcsak azokon a területeken, ahol a
biológia mint eszköz szerepel, hanem a hétköznapi
életben is. Meg kell küzdenünk azokért az ismere-
tekért, melyek lehetôvé teszik, hogy a média által is
oly közkedvelt kifejezéseket (klónozás, transzgeni-
kus élôlények) megértsük.

Amikor az ötvenes évek elején Francis Crick, tudós
társával James Wattsonnal Cambridge-ben megal-
kotta a már legendás – és azóta is idôtálló – kettôs
spirál elméletét a DNS-rôl, senki sem gondolta,
milyen nagy távlatok nyílnak meg a biokémiában,
a biológiában. Ezt a felfedezést követôen a munka
természetesen tovább folytatódott (folytatódik), és
a mai kor embere már képes arra is, hogy a DNS-
molekulán olyan módosításokat vigyen véghez,
amelyeket a természet csak évek milliárdjai során
tudott végrehajtani.

A Fejlôdésbiológia I. címû könyv (amely 1997-ben
jelent meg a Felsôoktatási Tankönyv- és Könyv-
támogatási Pályázatok Kuratóriuma támogatásá-
val, Pro Pannonia Kiadó Alapítvány kiadásában)
részletesen leírta a kétéltûek, rovarok és az emlôsök
egyedfejlôdését [1], mintegy bemelegítésül szolgál-
va a II. kötethez (Fejlôdésbiológia II., mely az Ok-
tatási Minisztérium és a Felsôoktatási Pályázatok
Irodája által nyújtott felsôoktatási tankönyvtámo-
gatással és szintén a Pro Pannonia Kiadó Alapít-

vány kiadásában je-
lent meg), amely a
fejlôdésbiológia tu-
dományterületének
forradalmát mutatja
be. Az igen terjedel-
mes (702 oldal) köny-
vet szerzôi elsôsor-
ban egyetemi tan-
könyvnek szánták.
Megfelelô szakmai
elôtanulmányokat
igénylô nyelvezete
miatt én sem ajánla-
nám azoknak, akik

most szeretnének megismerkedni a sejtbiológiával,
illetve a genetikával. Igaz ugyan, hogy a könyv vé-
gén találunk egy szószedetet, amely részletesen ki-
terjed a fejlôdésbiológia tudomány területére esô fo-
galmak tág körére, s amely nagy segítséget nyújt a
könyv megértéséhez, de valószínû, hogy a könyvet ol-
vasva, a laikusnak sokszor hátra kell majd lapoznia.

Az olvasó (diák) elôször megismerkedhet a külön-
bözô technikákkal, melyek a gének izolálására,
analízisére alkalmasak, majd fokozatosan elmé-
lyülhet a transzgenikus élôlény, a klón, a genom, az
epigenetika, a génszabályozás fogalmaiban, míg
végül eljut a fejlôdési mintaképzésekhez, mely feje-
zetek során a szerzôk, az alapfogalmak részletes is-
mertetése után különbözô törzseken (puhatestûek,
rovarok, emlôsök) mutatják be a fejlôdés során vég-
bemenô biológiai folyamatokat. Itt egyaránt szóba
kerül a Drosophilákra jellemzô különbözô tulajdon-
ságok kialakulása, megtudhatjuk például, hogy az
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anyai hatású géneknek milyen fontos szerepe van
az elülsô-hátulsó (antero-poszteriorális) polaritás
kialakításában, de arról is szó esik, hogy a „csupa-
hát” és a „csupahas” embriók létrejötténél szintén
szerepet játszanak bizonyos anyai gének, hiszen ha
ezek bármelyike mutáns, abban az esetben már
olyan embriók jönnek létre, amelyeknek D/V
aszimmetriája nem alakul ki. A késôbbiekben rész-
letesen olvashatunk például az emlôsök ideg-
rendszerének fejlôdésérôl, melynél megtudhatjuk,
hogy milyen fontos szerepe van a slug génnek,
amely szabályozza azt a folyamatot, melyben a
nem mozgó epiteliális sejtek vándorló sejtekké vál-
nak. Ezeknél a kicsit nehezebben tanulható fejeze-
teknél szerencsére sok esetben találkozhatunk
olyan magyarázatokkal, amelyek a különbözô tör-
zsek bizonyos szerveinek kifejlôdését összehason-
lítva mutatják be, ezzel felhívva a figyelmet a fejlô-
désbeli különbségekre is. A szerzôk a könyvet stílu-
sosan az öregedés és a halál témakörével zárják,
mely fejezetben leírják az öregedés genetikai hátte-
rét, külön kitérve a telomérek szerepére, valamint
tárgyalják az emlôsök testmérete és maximális élet-
ideje közötti összefüggést.

A könyv népszerûségét valószínûleg az is növelni
fogja, hogy részletesen beszámol a mára már oly hí-
ressé, sôt lassan legendássá váló Dolly birkának, a
klónozási kísérlet „végtermékének” létrejöttérôl. A
könyv nehézségének enyhítéséül a szerzôk sze-
rencsére minden fejezetben kitérnek az oda kapcso-

lódó és a tanulmányozás során felhasznált kísérleti
módszerekre, eredményekre. További könnyítésül
szolgál a szorgalmas tanulók számára a sok, vi-
szonylag jól értelmezhetô ábra, valamint a jól hasz-
nálható tárgy- és névmutató.

Befejezésül, nemcsak ehhez az igen alapos, a mo-
dern kor tudományát részletesen ismertetô könyv-
höz, hanem inkább a hétköznapi életben manapság
oly gyakran felröppenô vitákhoz fûznék egy „ap-
ró” tényt. Miközben Nagy-Britannia Parlamentje
éppen ratifikált egy, az emberi sejtek orvosi célokra
történô klónozásáról szóló törvényt [2], az Egyesült
Államok képviselôháza az idén elfogadta azt a tör-
vényjavaslatot (The Human Cloning Prohibition
Act 2001), amely szövetségi szinten büntetendôvé
teszi az emberi embriók klónozását [3]. A törvény-
tervezet az emberi embriók sejtanyag-átültetéssel
való elôállítását sem új egyedek létrehozása, sem
tudományos kutatások céljából nem engedélyezi. A
Fehér Ház közleménye szerint [4]: „az emberi
klónozás által felvetett súlyos erkölcsi kérdéseket
nem lehet figyelmen kívül hagyni a tudományos
felfedezések érdekében”.
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