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Ligandum- és aktivhely-fliggé P-0 vagy C-0 kdtés-
hasadas szerves foszforvegyiletekkel gatolt szerin

hidrolaz enzimekben

Ligand- and active-site-dependence of P-0 or C-O bond cleavage in
organophosphorous adducts of serin hydrolases

Ildiko M. Kovich

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

Osszefoglalas

Az, hogy a POR'P(O)X szerkezet(i vegyiiletek meny-
nyire hatékonyan gatoljak a szerin hidrolaz enzi-
meket, a molekula X-csoportjanak elektronikus tulaj-
donségaitdl és az RO-csoport méretétdl fiigg. A fosz-
foratomhoz kapcsol6dé ligandumok elektronikus
tulajdonsaga dontd jellegl abban, vajon a C-O vagy
a P-O kotés hasadédsa varhato-e a keletkezett szerin
hidrolaz foszfonatdiészterekben. Kimotripszin vagy
kolinészteraz aromas foszfonatdiészterekkel valé
kolesonhatasdban P-O kotéshasadassal jard fenoxi-
dion-tdvozas varhaté. Alkildiészterek esetében a
kovalens foszfonilcsoport ligandumainak tovabbi
sorsat meghatarozo két f6 tényezd az aktiv hely
elektrosztatikus jellege és felépitése. JelentSs nega-
tiv elektrosztatikus és hidroféb erék a C-O kotés —
esetenkénti metilcsoport-vandorlassal jaré — hasa-
dasdnak kedveznek, mig ez a lehetSség a szerin
proteazokndl nem all fenn.

Ildiko M. Kovich

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 foszforvegyiiletek kolinészteraz enzi-
mekre gyakorolt gatlo hatdsa a tudomanyos érdek-
16dés régi targya, t6ként azért, mert ezek a nem ter-
mészetes, mégis enzimkatalizalt reakciék — mads
szerin hidroldz enzimek gatlasival ellentétben —
nagyon gyorsan zajlanak le, s ez igen silyos élet-
tani és biolégiai kovetkezményekkel jar. A gatlas
folyamatat harom fazisban célszert targyalni: (1)
foszfonilalas, (2) defoszfonildlas és (3) méasodlagos
reakciok, mint dezalkilezés vagy dezarilezés [1].

A szerves foszforvegyiiletek szerin hidrolazokra
gyakorolt hatdsadnak legeklatansabb példaja a ko-
linészteraz enzimek irreverzibilis gatlasa 2-(3,3-
dimetil-butil)-metil-foszfonofluoridattal, azaz szo-
mannal. A folyamat f§ jellegzetessége az, hogy a
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pinakolilcsoport gyors lehasadasa a lehetséges de-
foszfonilez6dést megel6z&en kovetkezik be [1-19].
Ugy az enzim inaktivaldsa, mint a pinakolilcsoport
ezt kovets tdvozasa, altalanos sav-bazis katalizissel
torténik [1-10,12,13,19]. Figyelemre mélté tény,
hogy az acetilkolinészteraz (AChE) katalizalta
dezalkilezés legalabb tiz nagysagrenddel gyorsabb,
mint a megfelel§ nem katalizalt reakcié [8-9]. A
kémiai 4talakuldsok és a szervezetben valé gyors
felszivodas miatt a szomén az egyik legveszedel-
mesebb ismert idegméreg. A {6 inditékot arra, hogy
a gatlas minden fazisat az atomi szerkezet szintjén
értelmezziik, éppen a szomdn katonai, harci géaz-
ként — akdr katonai allomany, akar pedig a civil
lakossag ellen — torténd hasznalata szolgaltatja.
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A szerin hidroldz enzimek acilezése és
foszfonilezése kozotti hasonlésagok

Az aktiv csoport szerinjének foszfonilezése gyors
és hatékony, ha az inhibitorb6l tadvozé csoport
savas jellegli. A keletkezett adduktum az enzim és
a természetes szubsztrat kozotti acilezési reakcié
atmeneti allapotanak szerkezeti hasonmaésa. A t6l-
tésszétvalas és a polarizalédas azonban erSsebb a
foszfonilezett adduktumban, mint az acilezés at-
meneti allapotaban, aminek kévetkeztében az aktiv
enzim csoportjai és a foszfonilcsoport kozott irre-
verzibilis gatlast eredményez6 kolcsonhatasok 1ép-
nek fel. A kolinészterdzok szomannal val6 gatlasi
folyamataban az els6 fazis mechanizmusét korabbi
vizsgalatainkban feltartuk [20-25], s egy Osszefog-
lal6 cikkiinkben [1] azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy az irreverzibilis gatlast az enzim és a termé-
szetes szubsztrat kozti reakcié dtmeneti allapota,
valamint a szerves foszforvegyiilettel képzett ad-
duktum kozti szerkezetkémiai kiilénbségek okoz-
zak (1. dbra). A trigondlis bipiramidalis foszfonil
atmeneti allapot és a katalitikus tridd (az elektro-
mos rajabol (Torpedo californica, T. c.) szarmazod
AChE enzim 5200, H440 és E327 aminosavijai) hisz-
tidinje kozotti kémiai kapcsolat akadalyozza meg
azt a protondtadasi folyamatsort, ami a a szerin
hidrolazok katalitikus szerincsoportjanak acilezé-
dése és dezacilez6dése soran a katalizis egyik fon-
tos eleme [26]. Ennek koévetkeztében a proton a ka-
talizal6 hisztidincsoporton marad, mig a j6 tdvozo
csoport levalik (kiilonben a reakcié elhanyagolhaté
mértékd), s igy a sav-bazis katalitikus apparatus
megbénul: a folyamat tehdt mechanizmusalapt
gatlasnak tekinthetd.
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1. abra Az acetilkolinészterdz (AChE) enzim irrverzibilis gdt-
lasa P(S)-szomdnnal. Kolcsonhatdsok a Torpedo californica
ACHE katalitikus triddjanak kozelében

A mechanizmus pontosan megjosolja az altalanos
baziskatalizis hidnyat a foszfonilezett enzim hidro-
lizisében, ami teljes 6sszhangban all a tapasztalati
ténnyel, hogy defoszfonilez6dés nem lép fel. Az
emberi butirilkolinészterdz (BChE) G117(119)H
mutansaval végzett kisérletek bizonyitottdk, hogy
az enzimben egy célszertien elhelyezett hisztidin-

I1diké M. Kovach gydgyszerészi diplomajat 1964-ben szerezte a Budapesti Semmelweis Orvostudoma-
nyi Egyetemen, ahol mentora Szab6 Laszlé professzor volt. A Kansasi Egyetem (University of Kansas)
gyogyszerkémiai karan doktoralt (PhD) 1974-ben Prof. Takeru Higuchi intézetében, majd az egyetem
vegyi karan Prof. Richard L. Schowen mellett folytatott posztdoktori tanulmanyokat az izotéphatasok
és szamos enzimatikus mechanizmus vizsgélati mddszereinek alkalmazésa terén. Ezt kdvetSen az
egyetem Orvosbiologiai Kutatokézpontjanak (Center for Biomedical Research) szenior kutatéjava

nevezték ki, majd szerves kémiat tanitott a Baker Egyetemen (Baker University, Kansas). 1989-t6l a
Catholic University of America vegyi karan tanit (Associate Professor), 1995 6ta egyetemi tanar (Ordinary Professor). Kutatasi

érdekl6dése az enzimkatalizalta acil-, foszforil- és aminocsoportok atadasi folyamataira, valamint a vonatkozé szerves

kémiai reakcidkra iranyul. Vizsgalati médszerei kozé tartoznak klasszikus fiziko- és szerves kémiai enzimoldgiai és

kémia szamitasi technikdk, s kutatasi programjai az utébbi idében a szerin hidroladzok szerves foszfonéat tipusu, reverzi-
bilis gatlészereinek gyodgyaszati alkalmazasat is célozzak. Prof. Kovach a Londonban székelé Biochemical Journal tars-
szerkesztGje, tobb tudomanyos kitiintetés részese (NSF, NIH, American Heart Association, DOD), két szabadalom és mint-

egy hetven tudomanyos cikk szerzdje vagy tarsszerzdje.

75



LIGANDUM- £ES AKTIVHELY-FUGGO P—-O VAGY C—O KOTESHASADAS...

csoport visszaallitja az enzim altalanos bazikus ka-
talizalo jellegét, és igy bizonyos adduktumokban
gyorsitja a defoszfonilez&dést [27]. Kordbbi kozle-
ménytinkben [1] szintén megjésoltuk, hogy a mecha-
nizmus bekovetkeztéhez a katalitikus triddban egy
karboxilcsoport, valamint a kot6dés helyén egy W-
csoport sziikséges, s ezek az elemek az enzim kris-
talyszerkezetében valéban jelen is vannak [28].
Amint a T. c. AChE kristalyszerkezet ismeretessé
valt (2. dbra, balra fent), kémiai szamitdsokat végez-
tiink abbdl a célbdl, hogy azonositsuk az aktiv cso-
port azon komponenseit, amelyek a gatlas folya-
matanak kiilonb6z6 fazisait segitik eld.

2. abra (lasd a cimlapon) A Ca atomviz a Torpedo cali-
fornica AChE enzim kristdlyszerkezetdben (Brookhaven Data
Bank 1EA5) (balra fent) és a dezalkilezdési folyamatot eld-
segitd aminosavak elhelyezkedése (jobbra lent)

Enantioszelektivitas a szerin hidroldazok
foszfonilezddése soran

A kolinészterazok foszfonilez6dése a ROR'P(O)X
szerkezetll vegyiiletek P(S) enantiomerére nézve
szelektiv folyamat. Az enantioszelektivitds akkor a
legnagyobb, ha X=F (az F, Cl, és 4-nitro-fenil szubsz-
tituensek koziil). Az R-csoport hatasa is akkor a
legerésebb, ha X=F, az R-csoport pedig a kolincso-
porthoz hasonlé: ennek legjobb példéja a szoman.
Az R-csoport méretének novekedtével a kot6dés
moédja és az enantioszelektivitds valtozhat [29].
Osszehasonlitdsképpen: a kimotripszin e vegyiile-
tek koziil szintén a P(S) enantoimereke nézve akti-
vabb, de enantiszelektivitasa sokkal kisebb, mint a
kolinészterazoké. Ezzel szemben a tripszin és a
szubtilizin gyorsabban reagalnak a P(R) enantio-
merekkel, kiilonosen ha az R-csoport nagyobb
méreti. Az enzim aktiv helyének elektrosztatikus
jellege és felépitése természetesen dontd tényezsk
az enantioszelektivitas mértékében.

Kolinészterdz enzimek inaktivdldsa szomdn
diasztereomerekkel

A kirélis P és Ca jelenlétének kdvetkezménye, hogy
racém szoman négy diasztereomer keveréke. Mig a
kolinészterazok sztereoszelektivitasa a P(S) konfigu-
raciéra nézve 10* [13], a P(S)C(R)-szoman csak kissé
hatékonyabb, mint a P(S)C(S)-diasztereomer. Pél-
daul marha erythrocytabdl szarmazé AChE hat-
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szoros kiilonbséget mutat a két P(S)-diasztereomer
kozotti gatlasi sebességi alland6k tekintetében, mig
az elektromos angolna AChE esetében ez a kiilonb-
ség csupdan 1,6-szoros [13,30]. A sztereoszelektivitas
nativ egér AChE [16] és emberi BChE esetében
jelentéktelen mértékii, de némely muténs esetén
nagyobb értéket mutat. Emberi BChE esetében az
E197(199) D és Q helyettesités a P(S)C(S)-szoman-
nal torténé foszfonilez6dés sebességében 4,5-sz6-
ros, illetve 11,8-szoros csokkenést okoz, mig a
P(S)C(R)-szomdannal torténd folyamatban a csokke-
nés 6,5-szoros, illetve 47-szeres [19]. Ezen eredmé-
nyek jelent&ségét az adja, hogy a E197 karboxilcso-
port negativ toltésének hidnya csokkenti a mutans
BChE affinitasat, de noveli a sztereoszelektivitast a
P(S)-szoman diaszteromerek kozt. Ugyanez a mu-
tacié6 az egér AChE esetében kisebb hatassal jar
[16]. A W82(84)A BChE muténs esetében a fosz-
fonilez&dés lényegesen lelassul (0,15-0,38 szdiza-
lékra), ami az indolgytrd kulcsszerepét bizonyitja
a szoman pinakolilcsoportjanak kotésénél.

A kovalensen kotott foszfonilcsoport
sorsa szerin hidroldz enzimekben [31]

A C-O vagy P-O kotéshasadassal bekovetkezd
masodlagos reakcidk atmeneti allapotanak tulaj-
donsagait a reakciok pH-fiiggésének, az izotépha-
tasoknak [8,9,19,33] és egyes termodinamikai para-
métereknek [8] a kimérésével, valamint kémiai sza-
mitdsokkal [2-7] jellemeztiik. Azonositottuk az
enzim katalitikus csoportjait, melyek kolinésztera-
zokban C-O kotéshasadast idéznek el6 [8,9,19,32,
33]. Azok a molekularis elemek, amelyek kovalens
4-nitro-fenil-, metil- és propil-foszfonilezett kimo-
tripszin adduktumokban P-O kétéshasadast okoz-
nak, szintén alapos mechanizmusvizsgalatok tar-
gyai voltak [32], ezekre azonban jelen kozlemé-
nyiink nem terjed ki.

Az elsé szerkezeti modelliink a szomén géatolta
kolinészterazokban a dezalkilez6dést az un. , push-
pull” mechanizmussal magyarazta, a H440H", E199
és W84 aktiv csoportok résztvételével [2,3] (2. dbra).
A H440 kationként megtartja a protont, amit a trip-
szin monoizopropil-foszfat-anionnal végzett neut-
rondiffrakciés mérések [34] és NMR vizsgalatok
[35] is alatimasztanak. A molekularis modell sze-
rint a pinakolilcsoport egyik metilcsoportja kol-
csonhatasban all a W84 indolgytirdjével, mig a Ca
az E199 karboxiljdhoz esik kozel. Az atmeneti
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allapot analég, m-(N,N,N-trimetil-amino)-trifluor-
acetofenon és a T. c. AChE adduktuménak késébb
feltart kristalyszerkezetében nagyon hasonlé kol-
csonhatasi mod volt észlelhetd az inhibitor metil-
csoportjai, valamint a W84 és az E199 kozott [36].

A dezalkilezodés pH-fiiggése szomdn gitolta
kolinészterdzokban

A reakci6 leirdsdban els6ként a pH-fiiggést irtuk le
[8,9,19,31,33]: elektromos angolnébdl, marha f&tusz
szérumbol szdrmazod, valamint rekombindns egér
(rMo) AChE és rekombinans emberi (rHu) BChE és
mutansaik esetében a P(S)-szoméan diasztereome-
rekkel gatolt komplexben a dezalkilez&dés sebessé-
gi allandéja a pH fiiggvényében haranggorbét ir le,
ami a ,push-pull” mechanizmust timasztja ala. Nativ
egér AChE adduktumok esetén a dezalkilez8dés
sebessége a pH 3,5 és 5,0 kozotti novekedtével hir-
telen emelkedik (3A dbra). A haranggorbe alapjan a
szamitott pK-értékek, pK; = pK, = 4,0-4,9 és pK; =
5,2-6,6. A kolinészteraz enzimekre vonatkozoé se-
bességi allandok fels§ hatarértékeit és az olddszeres
izotéphatasokat az I. tdblizat 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 dezalkilez&désben valé részvételét
tandsitjdk. A szoman diasztereomerekkel gatolt
E202(199)Q egér AChE mutans dezalkilez&dése
esetén a pK; = 5,5-5,8. A szoman géatolta nativ és
E197(199)D emberi BChE dezalkilez6désére vonat-
kozé szimmetrikus pH-profilbél szdmitott adatok
(3B dbra): pK, = 3,7-4,6 és pK; = 7,3-8,0, mig az
E197(199)Q muténs esetében a pK; csak 5,0 koriili
értéket mutatott. Az adatok arra vallanak hogy a
dezalkilez6dés a szomdan gatolta BChE adduktu-
mokban egy karboxilcsoport és a H438(440)H" rész-
vételével torténik. A sebességi dllandok maximuma
25 °C-on AChE esetében 1-6 1/min, BChE esetében
pedig 2 1/min.

Szomdn gdtolta AChE és BChE mutdnsok csokkent
mértékii dezalkilez6dése a pH fiigguényében

A dezalkilez6dés maximalis sebességi allandéja a
P(S)C(S)-szoman gatolta és a P(S)C(R)-szoméan ga-
tolta egér E202(199)Q AChE mutansban rendre 18-
ad részére, illetve 47-ed részére torténd csokkenést
mutat a nativ értékekhez viszonyitva (pH=b).
Ugyanakkor 5 és 9 pH-értékek kozott a diasztere-
omerekben a csokkenés egyenlé mértéki (a kont-

roll 15-6d részére). Hasonl6 tendencia észlelhets a
racém szoman gatolta emberi AChE esetén is: pH=6
értéken a mutdnsokban a dezalkilez6dés 260-ad
részre, mig pH=8-nal 137-ed részre lassul [15]. A
megfelel§ 6sszevetés a T. c. AChE esetében ellen-
tétes irdny1 valtozast jelez: a dezalkilez6dés sebes-
sége pH=6 esetében 17-ed részre, mig pH=8-nal
600-ad részre csokken [14].

A Il tdblzat 6sszehasonlitasi adatokat szolgaltat a
dezalkilez6dési sebességi dllandé maximumanak
csokkenésére a rekombinans emberi BChE és mu-
tansait illetSen pH=5, 6 és 8 értékeken (3B dbra). A
mutdcié hatdsa meglepSen pH-fiiggé. A BChE
E197(199)D mutaci6 hatasa csokken pH 5 és 8 kozt,
amint ez a rekombinédns egér és emberi AChE-nél
tapasztalhat6. Ugyanakkor, a BChE E197(199)Q
mutéciénak a dezalkilez6dés sebességét csokkentd
hatdsa pH 5 és 8 kozt er6sodik, amint az a T. c.
AChE-nél is tapasztalhat, de ellentétes a tobbi ko-
linészteraznal észlelt eredménnyel.

A dezalkilez6dés sebessége a szoman gatolta
W82(84)A emberi BChE mutansban pH=6-nal 2500-
ad részére csokken ha az izomer a P(S)C(S), és
6000-ed részére csokken, ha az izomer a P(S)C(R),
mig a pH-profil alakja valtozatlan, mivel a mutaci6
nem ionizdl6 aminosavval tortént. Hasonld
nagysagrendd csokkenést kozoltek az emberi
AChE W86(84)A mutacidra is [17].

Oldészeres izotophatds

A sav-bazis katalizis klasszikus probakove az oldé-
szeres izotophatds mértéke. A dezalkilezGdés se-
bességi allandéjanak maximuman a deutérium ol-
doszeres izotophatasa 1,3-1,4, ami mind a preproto-
nolalédast, mind pedig a protondtadast valdszintit-
lenné teszi a reakci6 dtmeneti allapotaiban.

A szomdn gdtolta kolinészterizok kis molekulatomegii
reakciotermékei [37]

Az elektromos angolnabdl szarmazé AChE eseté-
ben a P(5)C(S)-szoman gatolta enzimben a dezalki-
lez6dés reakciotermékeit gazkromatorafias-tomeg-
spektrometrias (GC-MS) moédszerrel (szelektiv ion-
monitorozasi moéd mellett) tanulmanyoztuk. A m-
szert analitikai mindségi 2,3-dimetil-1-butin és 2,3-
dimetil-2-butin sztenderddel kalibraltuk a gaz fa-
zisban, mig a reakcié vizes oldatdnak analiziséhez
a muszer kalibraldséra 2,3-dimetil-2-butanol és 3,3-
dimetil-2-butanol vizes oldatinak diklérmetdnos
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3. abra A dezalkilezédés pH-profilja. (A) rMo AChE-P(S)C(R) szomdn (o) és P(S)C(S) szomin (s); Mo AChE E202Q mutins-
P(S)C(R) szomdn (O) és P(S)C(S) szomdn (M). (B) rHu BChE-P(S)C(R) szomdin (o) és P(S)C(S) szomin (¢); Hu BChE E197Q
mutins-P(S)C(R) szomdn (O) és P(S)C(S) szomdn (M); Hu BChE E197D mutins-P(S)C(R) szomdn (») és P(S)C(S) szomin (a);
Hu BChE W86A mutins- P(S)C(R) szomdn (v) és P(S)C(S) szomdn (v).

I. tablazat A dezalkilezédési reakcié maximdlis sebesséqi dllandoi (k,,,,,) és pK-

értékei szomdn diaszteromerekkel gitolt kolinészterdzokban’

Adduktum, Kmax: [1/min]  pK;(és pK5) pK; k(H,0)/
szoman konfiguracio k(D,0)
Mo AChE, P(S)C(S) 2,410,5 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 1,40,2
Mo AChE, E202Q P(S)C(R)  0,021+0,003 — 6,2+0,2
Hu BChE, P(S)C(S)® 2,0£0,2 4,2+0,1 7,5+0,1 13
Hu BChE, P(S)C(R)® 1,8+0,4 3,720,4 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) 6,3+0,6 4,30, 6,0+0,1
Ee AChE, P(S)C(R) 5,1£0,4 4,3+0,1 6,6+0,2
FBS AChE, P(S)C(S)° 3,1£0,4 4,8+0,1 5,020,1
FBS AChE, P(S)C(R)° 3,1£0,4 4,8+0,1 5,30,1

o

IL. tablazat A dezlalkilezddési reakcio sebességcsokkenése, ko/k, szomin gitolta

rekombindns emberi BChE enzimben és mutdnsaiban.

A szamitott értékek p = 0,1 M (NaCl) és 25,0+0,1 °C-ra vonatkoznak. Az AChE esetében
harom pK modellt (pK;=pK,), a BChE esetében két pK modellt alkalmaztunk.
Roviditések: Mo: egér, Hu: human; Ee: elektromos angolna, FBS; marha f6tusz szérum.

4,0+0,1 °C-on mért adatokbdl és entalpiabol szamitott értékek [8,9].

Szoman pH ko [1/min] kol k

diasztereomer nativ E197D E197Q W82A
P(SIC(S) 5/6 20,2 365 6+0,5 25004700
P(SIC(S) 8 0,18+0,02 8+2 450+100 32004600
P(SIC(R) 5/6 1,8+0,2 325 8+0,7 60001000
P(SIC(R) 8 0,4£0,05 14£2 900+100  6000+1000
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kivonatat alkalmaztuk. Az elekt-
romos angolnabdl  szdrmazo,
P(S)C(S)-szoman gatolta AChE
esetében a dezalkilez6dés 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 koz-
vetlen bizonyitékul szolgalhatna a
szekunder karbéniumion keletke-
zésére a reakcid sordn. Az 4j ered-
ményt Michel és mtsai korabbi
eredményei [10] teljes mértékben
alatamasztjak.

A dezalkilezddés ellentmonddsmentes
mechanizmusa szomdn gitolta
kolinészterdzokban

A Kiterjedt pH-profil, az oldésze-
res izot6phatas és a termékek azo-
nositdsa a szoman gatolta kolinész-
terdzokban egyértelmtien a dezal-
kilezédés ,,push-pull” mechaniz-
musét bizonyitjak [8,9,19,31,33,37]
(2. dbra, jobba lent és 4. dbra). A
mechanizmus lényege, hogy a C[3-
t6l a Ca-hoz toérténé metilvandor-
last, az alapallapotban 1évé anion
kotShelyérdl, az E199 és a W84 al-
tal Kkifejtett elektrosztatikus és
sztérikus hatasok okozzak.

A C-O kotéshasadas kozel egy-
idejli a metilcsoport vandorlasa-
val, és igy az atmeneti allapotban
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4. abra A dezalkilezédés ,,push-pull” mechanizmusa szomdn
gidtolta kolinészterdzokban

nem kovetkezik be az éles toltéspolarizalodas, igy
az enzimatikus katalizisre jellemz6 gyenge kol-
csonhatasok érvényesiilnek. A H440H® és az
elektropozitiv oxianion-iireg biztosita a C-O
kotéshasadashoz, majd a foszfondtmonoészter
anionon kialakulé negativ toltés létrejottéhez sziik-
séges ,hizd” hatast. Az enzim ,stratégidja” a
dezalkilez6dés atmeneti allapotanak stabilizalasara

mintegy 14 kcal/mol energiacsokkenéssel jar [8] (a
megfelel6 nem enzimkatalizalt reakcidhoz viszo-
nyitva), és elkeriili egy intermedier képzSddését. A
karbéniumion pozitiv toltésének kozpontja a Cf3 a
molekula alkilcsoportjdn van, ami viszont a W84
indolgytrd nitrogénatomjatdl és az E199 karboxil-
csoportjatol ~4 A, a Ca atomtdl pedig ~6 A tavol-
sagra helyezkedik el [7]. Igy az aromas Tt elektro-
nok stabilizal6 hatédsa erdsebb a Cf3 atomon, mint a
Ca atomon. Az els§ intermedier a harmadlagos
karbéniumion, amely aztan gyorsan semleges ter-
mékekké alakul. Az E199 karboxilcsoport katali-
tikus szerepe kett6s: a harmadlagos karbéniumion
pozitiv toltését stabilizalja az dtmeneti dllapotban és
altalanos baziskatalizator az intermedier végsé ter-
mékké torténd atalakuldsaban. A masodlagos kar-
béniumionbdl szarmazé termékek teljes hidnya és
az olddszeres izotéphatas eredményei ellentmon-
danak a kordbbi és gyakran idézett oxéniumion
mechanizmusnak [10,15,17]. A gyors preprotonalas
(amit a sebességmeghatidrozé masodlagos karbéni-
umion-képzbdés kovet) < 1 oldészeres izotéphatas-
sal jarna, ellentétben az észlelt 1,3-1,4 értékkel. A
reakcionak az oldat pH-jatél vald fiiggése és az
ebbdl szamitott pK a foszfonatdiészter adduktum-
ban 6sszhangban 4ll a katalitikus H440 szerepével a
dezalkilez6dés mechanizmusaban. A dezalkilez6-
dott, szoman gatolta emberi BChE enzimmel vég-
zett differencidlkalorimetriai mérések [38], vala-
mint a szerin protedzok kordbbi szerkezettanul-
manyai szintén bizonyitjdk a Ser metilfoszfonat-
anion-hisztidinium ionpar keletkezését 8-9-es pH-
értékek alatt. Bar e kdzlemény nem tért ki a szerin
proteazok madsodlagos reakcidinak targyaldsara,
meg kell jegyezni, hogy ezek lényegesen eltérnek
az itt ismertetettektdl [32].
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A molekularis biolégia alkalmazasa a mikrobiolégiaban

Beszdmol6 a Szent Istvdn Egyetem Elelmiszertudomdnyi Kar Mikrobiolégia és Biotechnolégia Tanszékének
a Szent Istvin Egyetemi Napok keretében 2001. szeptember 4. és 7. kozott tartott szemindriumdrol

A molekularis bioldgia
modszertana és kutatési

¥ -t | eredményei alapvetSen
_T’g: megvaltoztattdk a mikro-

.%E ) .y  organizmusok vildgardl

- = 'V kordbban kialakult ké-
- { piinket, és soha nem latott

mértékben felgyorsitottak

a mikrobiol6gia valameny-
nyi teriiletének fejlédését. Ez sarkallta a Szent
Istvan Egyetem Elelmiszertudoményi Karanak mun-
katarsait arra, hogy egy négynapos szemindrium
keretében atfogjak a baktériumok és gombak geno-
mikdjanak molekularis vonatkozasait, megismer-
tessék a résztveviket a molekuldris bioldgiai méd-
szerek széles tarhdzaval. A szervezd tanszék hosz-
szi évek Ota fejleszti eszkodzparkjat és tudasat,
hogy e moddszereket bevethesse a genomkutatas-
ban, molekularis diagnosztikaban és génklonozas-
ban, s a metodika alkalmazast nyerjen a kutatasban
és nem utolsésorban az oktatasban is.

A molekularis biolégia eredményeit meg lehet ta-
nulni kényvekbdl, cikkekb6l — a médszereket azon-
ban nem. Valdszintileg ez is hozzajarult a komoly
érdeklédéshez s ahhoz, hogy a nyar derekan szer-
vezett szemindrium tervezett létszamkerete hamar
betelt, de a tuljelentkezSknek is sikeriilt helyet szo-
ritani. Igy mintegy 24 f&s ,hallgatésaggal” indult a
szeminarium, akik kozott a valéban egyetemi hall-
gatdi korosztalytol kezdve a palyan tobb évtizede
dolgozé mikrobiolégusig minden korosztaly kép-
viselve volt. Volt, aki a mikrobiolégiai diagnosz-
tikai tudésat szerette volna kiszélesiteni, hajtotta a
tudasvéagy, az 14j tudomanyos eredmények meg-
ismerése irdnti igény. A résztvevSk megoszlasa: 6 6
a gyogyszeripar vagy gyogyszerkutatas teriiletérsl,
4 {6 a human- és allategészségiigybdl, 7 £6 a mezé6-
gazdasag, 1 {6 a kornyezettudomany, 6 {6 az élel-
miszer-kutatds és technoldgiafejlesztés teriiletérdl
vett részt; a résztvevlk koziil kilencen PhD-hall-
gatok voltak. A tanfolyam el6adasokbdl és gyakor-
latokbdl allt, amelynek programjat a tidloldali tab-
lazatban mutatjuk be (I. tabldzat). A gyakorlatok
nagy részében a résztvevék maguk is manuélisan
dolgoztak, mig a foglalkozasok kisebb része gya-
korlati demonstracié volt. A program elSadoéi kozé
sikertilt az orszag szamos jo nevid egyetem és kuta-
téintézet nagy rutinnal rendelkezd oktatéjat és ku-
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tatéjat megnyerni, akik nem sz{ikolkodtek tudasuk
atadasaban. A résztvevek belelathattak annak mo-
lekuléris mélységeibe, hogy az egyre félelmeteseb-
bé valo Escherichia coli torzsek virulencidjanak hat-
terében milyen plazmidok allnak, a nemzetkozi
genomkutatdasi projektekbdl milyen Gj eredmények
sziilettek, és merrefelé tartanak ezek a kutatasi
trendek. Kideriilt, hogy a mitokondridlis genom
még a gombakon beliil is erésen heterogén (szak-
szoval élve polimorfikus), és hogy mennyire beé-
ptiltek a virus eredetii szekvencidk a gombak genom-
jaba. A molekularis taxonémiai, filogenetikai kuta-
tasi eredmények sok esetben , atrendezték” a mik-
robak evolucidjardl és biodiverzitasardl kialakult
képiinket, amely azonban még kordntsem nevez-
het6 letisztultnak. Minél tobb molekuladris méd-
szert vetnek be, minél t6bb kozos gént analizalnak,
annal inkdbb kittinik, hogy a hasonl6 fenotipust
csoportok filogenetikai szempontbél ugyancsak
heterogének. Kiemelt hangstlyt kaptak a génklo-
nozassal egyre hatékonyabba valé expresszids rend-
szerek, amelyek lehet&vé teszik a mikrobak bio-
technoldgiai alkalmazdsanak rohamos fejlédését.

A szervez8k odaadé munkdjan tdl nem felejtkezhe-
tink el mindazon cégek, szervezetek szerepérdl
sem, akik tdmogatdst nyujtottak a szemindrium
megrendezéséhez: a Bio-Rad, a Becton Dickinson, a
Bioscience és a Kvalitex cégekrdl, valamint a Szent
Istvan Egyetem tdmogatasarél sem. Kiemelkedd
segitséget nyujtott a Bio-Rad Kft., akik nemcsak
anyagilag jarultak hozza a szeminarium megszer-
vezéséhez, de a vonatkoz6 kvantitativ PCR tech-
nikajukat (ldsd 84-85. old.) is rendelkezésre bocsdj-
tottdk, illetve el6adéasban ismertették.

Pénteken kés6 délutan, a program végére érve a
résztvev6k megkaptak az okleveleket, a PhD-hall-
gatok ezenkiviil még a két kreditet is, s egyvalami-
ben biztosan egyetértettek a résztvevék: a moleku-
laris biolégia nemcsak szép, de nehéz is, és alkal-
mazasa, szemléletformalo hatasa kikertiilhetetlen a
mikrobiolégidban. Valészintileg ez hozta el§ egyik
kollégankbol azt a zardviccet, amely stilszertien
alljon itt e beszdmol6 zarszavaként is: Mi van a pap
fejfdjara irva? A valasz: Befejezte tanulmaényait.

Mi még nem. Folyt. kév. (1?) Az igény: még tobb
metodikat, még tobb gyakorlatot!

Mariz Anna
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Intestinalis és extraintestinalis megbetegedéseket okozd El6adas Dr. Toth Istvéan €
Escherichia coli virulencia plazmidjai
Molekularis médszerek mikroorganizmusok El6adas Dr. Maraz Anna @
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A Real Time PCR és a Bio-Rad iCycler iQC

alkalmazasi lehetéségei

Bevezetés

A Szent Istvan Egyetemi Napok 2001 keretében
rendezett ,, A molekularis biolégiai médszerek
alkalmazdsa a mikrobiolégidban” cimii szemina-
riumon sz6 esett egy viszonylag 4j technika, a
Real Time PCR alkalmazési lehetGségeirdl is. A
»Real Time PCR technika” egyre elterjedtebb a
molekularis bioldgiai eljarasok kozott. A moédszer
jelent&sége nemcsak az, hogy folyamatosan nyo-
mon kovethetd a PCR reakcié, hanem hogy lehe-
t6ség van a kiindulasi mennyiség meghatarozasa-
ra és kiilonb6z8 mintdk kvantitativ 6sszehason-
litdsara. Emellett ma méar t6bb késziilék alkalmas
arra is (igy a Bio-Rad iCycler iQ is), hogy a
keletkezett termék(ek) olvadasi hémérsékletét
Osszevetve pontmutdciékat azonositsunk vele.

A fluoreszcens jelek detektaldsa az
iCycler iQ[l-val (hardver)

Felépitését tekintve az iCycler iQ egy thermocycler
és egy fluoriméter 6tvozete, némi csticstechnold-
giaval vegyitve (1. dbra). Maga a detektor egy
CCD kamera, ami el6tt a jel egy erésitd rendsze-
ren halad keresztiil. A gerjeszté fényt egy halogén
izz6 bocséjtja ki. A legmegfelel6bb hullamhossz
bedllitdsa automatizaltan (csak a hasznalt festé-
ket kell megadni a szoftvernek), egy 6t helyes fil-
terkerékbe agyazott optikai sz(ir§ segitségével
torténik. A gerjeszts fénysugar az attetszo fithetd
tetén keresztiil jut el a mintdkhoz. A kibocsajtott
fény ismét az emissziés maximum hulldmhosszi
fényt atengedd sztirén keresztiil jut el a jelerd-
sitébe, majd a CCD kamerdhoz. A Bio-Rad 4ltal
mas késziilékekben (pl. konfokalis mikroszko-
pok) is sikerrel alkalmazott ergsitének koszdnhe-
téen a késziilék igen érzékeny, megfelel$ reagen-
sek alkalmazasaval a keresett szekvencia néhany
képigjat is kimutatja.

A szoftveren keresztiil vezérelt tobbsz(iréGs, fil-
terkerekes megoldas lehetGséget biztosit arra is,
hogy egy mintan beliil a mtiszer tobb fluoresz-
cens festéket is nyomon kdvessen. Kénnyen elvé-
gezhet§ akar négy fluoreszcens festék detektédlasa

) o CCD kamera
Fényer6sitdé i

Gerjeszt6 feny
filterkerék

v

Emissziés
filterkerék

1. dabra A Bio-Rad iCycler iQ felépitése

is egyiddben [1]. A multiplex vizsgalatok jelen-
tésége fbleg a génexpresszidés vizsgalatoknal
nagy, ahol sokszor igen kis mintamennyiségbdl
kiindulva kell pontos eredményeket elérni.

A jelfeldolgozas (szoftver)

A szoftver grafikus formaban megjeleniti a fluo-
reszcencia mért valtozasat (2. dbra). A standard
gorbe segitségével lehet6vé valik az ismeretlen
mintdk mennyiségének meghatdrozasa. A pro-
gram alkalmas a kapott termékek olvaddspontja-
nak megallapitdsara is (Melt Curve Option). Ez
specifikus egy adott termékre ugyantigy, mint a
fehérjékre a pl értéke. Az olvadasi gorbe nagy
jelentGséggel bir a pontmutdciék kimutatasanal
és Osszevetésénél, ami egyben a leggyakoribb
alkalmazasi tertilete (3. dbra).

Alkalmazasi lehetdségek

A Real Time PCR-t és az iCycler iQ-t eddig a

kovetkez§ alkalmazdsoknal haszndltdk fel sikere-

sen [2-6]:

— Génexpresszids vizsgalatok

—Un. ,viral load”, virusfert6zottség mértékének
meghatdrozasa
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3. abra Az olvaddspont gorbe (Melt Curve) deriviltja: olvaddspont
grafikus megjelenitése

Az iCycler iQ rendszer

— GMO teszt: a genetikailag médositott
OsszetevSk aranyanak
megallapitdsa élelmiszer-mintdkban

szazalékos

— Pontmutaciok meghatarozdsa (Single
Nucleotide Polymorphism)

Osszefoglalas: a j6 Real Time
PCR rendszer ismérvei

A fentiek alapjan a kovetkezd tulajdon-

sagokat emelhetjiik ki, melyek egy jo

Real Time thermocycler-re jellemzdk:

— Erzékenység: nagyon alacsony képia-
szam (1-10) kimutatasa.

—Széles dinamikus tartomany: pontos
(linedris) mérés tag koncentracidhata-
rok kozott

— Tobbféle kémiai hattér alkalmazasi le-
het6sége (TugMan, Molecular Beacon,
FRET prébék, Sybr Green 1. stb.).

—Multiplex lehetSség: egyszerre tobb
szekvencia detektdldsa ugyanabbdl a
mintabol.

— Konnyen kezelhet§ szoftverhattér.

A Bio-Rad iCycler iQO a piacon fellel-
het§ egyik legrugalmasabb Real Time
thermocycler. A vilagszerte eladott tobb
mint 2000 mtszer és a tobb mint hisz
irodalmi hivatkozas azt bizonyitja, hogy
kedvelt a kutatok kozott, és jol haszndl-
hat6 a fenti alkalmazdasokra.
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Beszélgetés az emberi genomral

Beszdmolé a ,,Hogyes délutinok” keretében 2001. jiinius 19-én elhangzott ,Kerekasztal a génekrol”

cimii elbéadds-sorozatrol

Molekularis biolégiai vegyész szemmel

Az el6ado-délutan nyitéelGadasat tarté Hollosi
Miklés kémikusként arra vallalkozott, hogy roévi-
den vézolja a nukleinsavkémia és molekuldris bio-
l6gia kialakulasat. A torténet 1869-ben kezdddott,
amikor Miescher gennysejtek magvabdl izolalt egy
savanyu jellegii, hig ldgban old6dé, foszfortartal-
mu anyagot, amelyet nuclein-nek nevezett el
Ahogy a fehérjék szerkezetvizsgalata sordn, itt is
kezdett6l fogva sziikség volt a kémikusok és biolo-
gusok egyiittmiikodésére, hiszen a természetes ere-
deti mintdk kezelése biologiai ismereteket igé-
nyelt. Hamar megjelentek az enzimek is (foszfaté-
zok stb.), ezekbdl a késbbbiek soran a nukleinsav-
kutatas igazi sztarjai lettek. A szerkezetvizsgalat és
szintézis tertiletén Emil Fischer, a szerves kémia
egyik legnagyobb egyénisége végzett ttéré mun-
kat. Helferich tarsasdgaban & dolgozta ki az els6
nukleozid szintézist (1917). Oket Levene, Chargaff,
Todd, Carter, Cohn és Khorana kovették. Todd és
munkatdrsai irtak le a természetes ribonukleozi-
dok, valamint a nukleozid-foszfatok (nukleotidok)
els¢ szintézisét (1947). A Chargaff-szabalyokra,
valamint Franklin és Wilkins DNS rostokon végzett
rontgenkrisztallografiai vizsgalataira timaszkodva
Watson és Crick levezették a DNS kett6s hélix szer-
kezetét, feltarva ezzel a replikacié mechanizmusat
is. A genetika Nageli munkassagaval kezd6dott, aki
els6ként irta le a kromoszomaékat (1842). Husz
évvel késébb Mendel megfogalmazta az droklddés
szabidlydt. A kromoszomakat és Mendel munkassa-
gat kozel 40 évig figyelemre sem méltattak. A kro-
moszémaelmélet kidolgozasa Sutton nevéhez f(iz6-
dik (1902), a kromoszémdék oOroklésben betoltott
alapvetd$ szerepének felismeréséért Morgan 1933-
ban részesiilt Nobel-dijban. De tobb mint tiz évnek
kellett eltelnie addig, amig altalanosan elfogadotta
valt, hogy a genetikai informéciét nem a fehérje,
hanem a DNS hordozza. Végiil a baktérium- és
taggenetika megnyitotta az utat a molekuldris geneti-
ka kialakulasa el6tt.

Az el6ad6 roviden Osszefoglalta a DNS szerkezeti
szintjeit a kettds hélixtdl egészen a kromoszomak-
ig. Kitért a molekuldris genetika tobbnyire angol
eredetti szakkifejezéseire is — ezek magyar megfele-
16i vagy nem léteznek, vagy nem terjedtek még el.
[A részletek irant érdekl6dSknek a szerzSk ajanljak

Balint Miklés: Molekularis Biologia (I-IL. kétet,
Miiszaki Kényvkiad6, Budapest, 2000) cimd kony-
vét és Nyitray Laszlo: Géntechnoldgia cimii elekt-
romos jegyzetét  (http://cerberus.elte.hu/biokemia/
rekdns.htm)]. Vazolta a genomkutatds elvalasztas-
technika és enzimolégiai médszereit. A nukleinsav-
szekvenalas és a géntechnolégia legfontosabb esz-
kozei azonban a restrikcids enzimek, amelyek specifi-
kus, dgynevezett palindrom szekvencidkat hasita-
nak. (A palindroma azt jelenti, hogy egy sz6 vagy
mondat elolr6l és hatulrél olvasva azonos. A
restrikciés enzimeket elsésorban prokariétak ,hasz-
naljak” idegen eredet DNS lebontasara. Az ismert
képvisel6k szama tobb mint szdz. A restrikciés
enzimek gy hasitjdk az 6ridsi DNS-molekuldkat,
hogy a restrikcidés fragmensek jellegzetes ujjlenyo-
matot alkotnak. Kiilénbdz$ restrikciés enzimeket
alkalmazva, az atfedd fragmensek lehet6vé teszik a
hosszi DNS-lancok egyértelmid felépitését. A
restrikciés enzimek felfedezéséért Arker, Smith és
Nathans részestilt Nobel-dijban (1978). Ami taldn
még fontosabb: a hasadési helyeken elvégott lan-
cok a DNS ligizok segitségével tjra egyesithetSk.
Igy a két enzim egyiittes alkalmazésa lehetSséget
teremt a gének ,,szabasara-varrasara”, s6t mi tobb,
j, tetsz8leges DNS-szakaszok beépitésére is. Berg
(Nobel-dij, 1980), Boyer és Cohen tittdr6 munkassa-
ga a hetvenes évek elején a rekombinins DNS techni-
ka kifejlesztéséhez vezetett. Ennek lényege az, hogy
Uj génszakaszok és gének allithatok eld laboratori-
umi koriilmények kozott. Az Gj génkombinacidk
klénozhatok — vagyis megsokszorozhatok — megfe-
lel6 sejtekben a gazdasejt sajat DNS-szintetizalo
mechanizmusa révén. S6t mi tobb, az Gj gének at-
irhatok és a transzlaciot kovetSen 1j fehérjék allit-
haték elS. Vagyis, a gazdasejt genetikai anyaga
szinte tetszés szerint valtoztathato.

A masik csodélatos, az ember szolgéalatdba allitott
enzim a Taq DNS polimerdz. Ez az enzim a héforra-
sokban €él6 baktériumbdl, a Thermus aquaticus-bol
szarmazik, az optimdlis miikodési hémérséklete
72 °C, de kibirja a 95 °C-ot is. A Taq polimerdz a
polimerdz ldncreakcié (PCR) kulcsenzime. Ezzel a
modszerrel egyetlen DNS molekuldbdl 10° mésolat
készithetd el kevesebb mint egy 6ra alatt. A PCR
modszer kifejlesztGjét Mullis-t is Nobel-dijjal tiin-
tették ki (1993).
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BESZELGETES AZ EMBERI GENOMROL

A géntechnolégidban kezdettdl fogva fontos szerep
jutott a kémidnak. Van azonban két teriilet, ahol a
kémikusok latvanyos eredményeket értek el, donté
mértékben felgyorsitva a kutatasokat. Az egyik a
DNS bazissorrendjének meghatirozisa (szekvenilds).
Szdmos hatékony eljards ismeretes, a legszelleme-
sebb koziiliik a Sanger altal kifejlesztett didezoxi
médszer. Erdekessége az, hogy nem lépésenkénti
lebontdson, hanem az enzimkatalizalt DNS szinté-
zis iranyitott megszakitasan alapul. Nem véletlen,
hogy didezoxi mddszer felfedezéséért Sanger 1980-
ban megkapta a méasodik kémiai Nobel-dfjat is (az
els6t a fehérjék, elsGsorban az inzulin szerkezet-
vizsgalataért itélték oda neki 1958-ban).

A kémia masik nélkiilézhetetlen hozzajarulasa a
szildrdfazisii oligonukleotid szintézis. Az alapok mar
adva voltak, hiszen a szilard fazisu peptidszintézis
megvaldsitasaért Merrifield méar Nobel-dijban ré-
szesiilt (1984). Az oligonukleotidok peptidektdl kii-
16nb6z6 kémiai tulajdonsdgai miatt természetesen
mas hordozét és védGesoportokat kellett valasztani.
Egy ciklus 10 percig tart és 98%-o0s hozammal hosz-
szabbitja meg az oligonukleotid lancot.

Atudomany ,haszonallatai” az Escherichia coli bak-
térium és az éleszt§ gomba voltak. Vektornak nevez-
ziik az adott szervezet esetében azt a DNS-t, ami
autoném sokszorozédasra képes. Az E. coli eseté-
ben hasznélhaté vektorok a plazmidok és a A fig ne-
v virus. A restrikciés enzimek segitségével tgyne-
vezett tapadovégek alakithatok ki, amelyek meg-
engedik az Gj DNS-szakasz vagy gén beékelését. A
lényeg az, hogy mind a plazmid, mind pedig az dj
DNS-szakasz hasithaté legyen a vélasztott restrik-
ciés enzim segitségével. Az antibiotikumreziszten-
cia elvesztése indikatorként szolgalhat, jelezve,
hogy sikertilt az Gj DNS-t beépiteni, elrontva a re-
zisztenciagént. Ha a vektor nem tartalmaz megfele-
16 hasitasi helyet, gy oligonukleotidszintézissel
eld lehet azt allitani és hozza lehet kapcsolni a vek-
torhoz. Ily médon kiméra DNS-molekulak allitha-
tok eld, amelyek egymassal kapcsolatban nem 4ll6
génekbdl épiilnek fel. Altalanosabban alkalmazha-
t6 vektorok a bakteriofigok.

A nyit6éel6adédst a human genom vizsgalatanak fel-
vazoldsa zéarta. Az el6add kitért a genomkutatas
gyakorlati vonatkozasaira és hasznéra is. Foglalko-
zott a rekombindns DNS-technika (géntechnoldgia)
orvosdiagnosztikai, régészeti, §slénytani alkalma-
zasi teriileteivel, valamint a felmeriilt szamos dj
kérdéssel és problémaval. Hangstilyozta, hogy a
human genom meghdditasa csak az elsS 1épés, ami
most kovetkezik, az a protedmakutatds és a funkcio-
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ndlis genomika, az élettudomanyok teriiletén ezektél
remélhetd az igazi attorés.

A human genom meghdditasa

Nyitray Laszl6 (ELTE, Biokémiai Tanszék) — a re-
kombinans DNS technikak aktiv felhasznaldja — be-
vezette a hallgatésagot a genomkutatds mdhelytit-
kaiba. A videoprojektor alkalmazasaval segitett, jol
felépitett és szines el6adasbol megismerkedtiink a
genomkutatds személyi, szervezeti és technikai
el6zményeivel. Mint ismeretes, a Human Genom
Project (HGP) 1990-ben indult be J. Watson iranyi-
tasaval, akit8l a vezetést késébb F. Collins vette 4t.
1998-ban ,szallt ringbe” a Celera Genomics, ]J.C.
Venter vallalkozasa, amely mogott hihetetlentil
erls miszer- és szamitogép-ipari hattér allt. A mun-
ka sikerét a Sanger-féle didezoxi médszeren ala-
puld automata fluoreszcens szekvendtorok megjelenése
biztositotta. A kapillaris elektroforézisen alapul6
legmodernebb szekvendtorok teljesitéképessége
mar >1 Mb/nap és a szekvendlds koltsége mind-
Ossze 0,5 $/bp (Gb=gigabazis, Mb=megabazis, kb=
kilobazis, bp=bazispar). Az adatok kiértékeléséhez
nagy teljesitményti szamitégépekre és a feldolgo-
zast elGsegitd Uj tudomanyag, a bioinformatika kiala-
kulésara is sziikség volt. A konnyen kezelhet6 genom-
konyvtdrak létrehozésa céljabol egyre hosszabb klo-
nokat kellett elGallitani. Jelenleg a mesterséges kromo-
szomdkndl tartunk, ilyen a YAC és a BAC (utébbi
150 kb méretd szekvenciak klénozaséra is alkalmas).

Az emberi genom Oridsi méret(i, legiijabb adatok
szerint 3,2-10° bazisparbol (3,2 Gb) épiil fel. Célsze-
rd volt kisebb genomdu él6lények - prokariétak
majd eukariétdk — genomjanak felderitésével kez-
deni a munkat. A HGP konzorcium klénrél klénra
haladt, eredményeit folyamatosan kozzétette. A
Celera a ,shutgun” moédszert alkalmazta: nem to6-
rédve a kromoszomékkal, a teljes genomot aprd
darabokra tordelték és az informéciok ,,0sszeillesz-
tését” a szamitégépekre biztdk.

Orvendetes, hogy a munka sikerét a HGP és a
Celera 2000. junius 26-4n kodzosen jelentették be,
hangstilyozva, hogy a human genom (,, The Book of
Life”) az emberiség kozkincse. Ez a konyv izgalmas
és egyben hatborzongat6 olvasmany. Megdobben-
t6, hogy a 3,2 Gb méretdi, 23 kromoszémara elkiilo-
niil6 huméan genom szekvencidjanak csupan né-
hany szazaléka gén. A fehérjegének szamat jelenleg
35000-re becstilik (atlagos hossztisaguk 30 kb), is-
meretes ~740 RNS-gén is. Az atirt DNS kb. 30%, de
csak kb. 1,5% az informaciéhordozd exon, az intro-
nok az atszabas (splicing) sordn kihasadnak. Az
atirast szabalyoz6 (pl. prométer és mas szabalyozo
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elemek) DNS-lancszakaszok hosszat 20 szazalékra
becsiilik. Azonositottak a genomban kb. 200 bak-
terialis eredeti gént is, de a legmegddbbentSbb az,
hogy a genom mintegy 50 szazaléka — jelenlegi
ismereteink szerint funkciéval nem rendelkezé —
ismétléds (szemét vagy ,,6nzd”) DNS.

A DNS altal kédolt fehérjék teljes mennyisége a pro-
teom. A fehérjegének szama ugyan csak ~35000, de
az emberi fehérjék szamat tobb mint 100000-re be-
csiilik. Ez azt jelenti, hogy kiilonb6z6 mechaniz-
musok révén (pl. alternativ splicing, poszttranszla-
ciés moédosuldsok) egy adott DNS-szakaszbol vég-
eredményben t6bb fehérje is lehet. A genom és pro-
teom informécittartalmét adatbazisokba helyezik.
Ezek alapjan megkezdSdhet a félelmetes mennyi-
ségtli adathalmaz feldolgozasa, mely béven ellatja
munkaval a molekularis biol6gusokat a kovetkezd
évtizedre. (Jelenleg tobb mint 6tven prokaridta és
6t eukariéta él6lény teljes genomjat ismerjiik.)
Keziinkben van tehat életiink konyve, de még
messze vagyunk annak teljes megértésétSl. A DNS
kis toredékének ismerjiik csak a szerepét, a fehérjék
nagyobb részének biolégiai funkcidja nem ismert.
A nagyszamu nyitott kérdésre a funkciondlis genomi-
ka és funkciondlis proteomika adja meg majd a va-
laszt. A kovetkezd szint a DNS és a fehérjék szerke-
zetének atomi felbontasi megismerése (szerkezeti
genomika) lehet. A fehérje-térszerkezeti adatbankok
tobb mint 15000 fehérje rontgenkrisztallografiai
vagy NMR moédszerrel meghatarozott atomi koor-
dinatait Srzik; a térszerkezetek feltdrdsa segit a
fehérjék biolégiai funkcidjanak megismerésében is.
Ez utan kovetkezik a fehérjékbdl és nukleinsavak-
bél felépiil6 szupramolekuliris komplexek vizsgalata
és a makromolekulak kozotti interakcids és funkci-
ondlis halézatok felderitése. Az el6adé kitért sajat
géntechnolégiai munkdjara is (a miozin nehéz lanc
génjének azonositdsa).

Human tripszinek vizsgalata

Szilagyi Laszl6 (ELTE Biokémiai Tanszék) elssor-
ban tanszéki kutatdsokrdl szamolt be. A humén
genom feltérképezése soran kertilt sor a 7. kromo-
széma egy kb. 0,7 Mb-nyi szegmensének szekve-
nalasara. Ezen a szakaszon a T-sejt receptor (TCR)
B-lancanak a génje talalhat6. A varidbilis génszeg-
mensek két oldaldn tandem duplikédciora utalé el-
rendez&désben nyolc tripszinogén gént is talaltak. E
szakaszok tobbsége inaktiv, dltaldban pszeudogén.
A cDNS szekvencidk alapjan azonositottak a T4
gént a human kationos tripszinogénnel (human
tripszinogén 1) és a T8 gént a human anionos trip-
szinogénnel (human tripszinogén 2). Ez a két trip-

szinogén elsGsorban a pankredszban expresszalé-
dik, nyomokban azonban szdmos mds szovetben is
kimutattdk. A humaén tripszinogén 1 (T4) szdmos
tumorban intenziven kifejez6dik.

Tovabbi vizsgalatok soran kideriilt, hogy a 7. kro-
moszéma egy rovid szakasza, harom VP génsza-
kasz egy tripszinogén génnel egytitt (T9) transzlo-
kalédott a 9. kromoszémara. Jelenlegi tudasunk
szerint ez a genoméatrendez6dés csak az emberre
jellemz8. A T9 gén aktiv terméke azonosnak bizo-
nyult a mezotripszinnel, a pankredszban kis meny-
nyiségben expresszalédé inhibitorrezisztens trip-
szinnel és az agyban expresszal6dé tripszin 4-gyel.

Szilagyi Laszl6 és munkatérsai klénoztdk a human
tripszinogén IV génjét és kidolgoztak egy hatékony
bakteridlis expresszidés rendszert a fehérje nagy
mennyiségben torténd eldallitasara. A human trip-
szin 4 enzimatikus aktivitasa szintetikus amid- és
észterszubsztratokon mérve megegyezik a szarvas-
marha, illetve a patkany tripszinével, ugyanakkor a
polipeptid jellegli ininhibitorok az el6bbieknél 4-6
nagysagrenddel gyengébben gatoljak. A tripszinek
szekvencidjat 6sszehasonlitva felmeriilt az a gyand,
hogy a human tripszin 4-nek e kiilénleges tulajdon-
saga egyetlen mutécié eredménye. Az adatbéazisok-
ban talalhat6 valamennyi tripszinszekvenciaban,
néhany kigyéméreg tripszintdl eltekintve, a 193-as
poziciét glicin foglalja el, mig a humén tripszin 4-
ben (és az emlitett kigyéméreg tripszinekben is)
ebben a poziciéban arginin talalhat6. Irdnyitott
mutagenezis kisérletekkel sikeriilt igazolni, hogy
az inhibitorrezisztenciat valéban az Arg193 okozza.
Rontgenkrisztallografids tton meghataroztak a
human tripszin 4 térszerkezetét, és megallapitot-
tak, hogy az arginin oldallanca a tripszinmolekula
felszinén az S2’ szubsztratkstS helyen helyezkedik
el, és ily médon sztérikusan és elektrosztatikusan
gatolja az inhibitormolekuldk kapcsolodasat. Az
eredmények vildgosan mutatjak, hogy egy ilyen,
alapvetSen biokémiai jellegli munkéban is milyen
nagy segitséget nyujt a DNS adatbazisokbdl nyer-
het6 informdcio.

Az el6adasokhoz tobben is hozzaszoltak (Tomasz
Jend, Graf Laszlo, Hermecz Istvan). E beszamold
szerz&i tigy gondoljak, hogy az el6adéiilés érdekes
és hasznos volt. Rohan6 korunkban mindenki tud -
els6sorban a televizi6, szamitégép stb. jovoltabdl —
az informatika forradalmardl. Kevesen vannak
azok, akikben tudatosodott az, hogy a human ge-
nom megismerése taldn minden idék legjelentd-
sebb és legnagyobb haszonnal jar6 felfedezése.

Hollési Miklos, Nyitrai LdszI6 és Szildgyi Laszlo
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Ujabb Hégyes délutan a gydgyszerkutatasrol

2001. masodik félévének els6 Hdégyes délutanjara
oktéber 9-én keriilt sor a gyonyorden feldjitott
Hégyes-teremben. Az elsé el6ad6é Prof. Hideg
Kélman (PTE, Szerves és Gyogyszerkémiai Intézet)
volt, aki ,,Szabad gyokok szerepe a bioaktiv vegyiiletek
kutatdsdban” cimmel adott attekintést a teriilet gyogy-
szerkémiai és biologiai vonatkozasairdl. ElGadasa-
nak rovid osszefoglaléjabdl is kittinik, hogy a gyogy-
szerkutatds szamara nemcsak tj hatéanyagok, ha-
nem akar diagnosztikumok és farmakolégiai , esz-
kozok” is kifejlesztheték az elmondott ismeretek
alapjan.

A foldi élet az oxigén jelenlétéhez alkalmazkodott,
amely maga is biradikalis vegytilet — vagyis szabad
gyok nélkiil nincs élet. Ugyanakkor az enzimek és
az antioxiddnsok &ltal nem kontrollalt oxidaciés
folyamatok sordn képz6dd gyokos és nem gyokos
reaktiv oxigén- és nitrogénintermedierek (ROI,
RNI) okozta karosodas, az oxidativ stressz, szamos
patolégias folyamat velejaréra. Az oxidativ szabad
gyokok rovid (107 — 10”7 s) élettartamuak, igy kimu-
tatdsuk csak hosszabb élettartamu gyokké alakitas-
sal lehetséges. A leggyakoribb spincsapda vegyii-
letek a nyilt lancd és aliciklusos nitronok (PBN,
POBN, DMPO). Az el6ad6 csoportja 1ij, adamantan
tipust spincsapda reagenseket és szingulett oxigén
csapdédzasara alkalmas tn. kettSsen jelols (spin és
fluoreszcens) reagenseket allitott el§. Az oxidativ
stressz okozta karosodast csak olyan specifikus
enzimekkel, antioxidans molekulakkal lehet ered-
ményesen csOkkenteni, kikiiszobdlni melyek a ke-
letkezés helyén és pillanatiban azokat kevésbé
toxikus molekulakka képesek metabolizdlni. Az
el6ad6é munkacsoportja hazai és kiilfoldi iskolakkal
egylittmiikodve tgy talaltdk, hogy a stabilis nitroxid
szabad gyokok diamagneses aminprekurzoraihoz
kapcsolt — egyébként antioxiddns hatdssal nem ren-
delkez§ vegytiletek — antioxiddns hatast is mutat-
nak, igy terdpias értékiik megnd, illetve a pirrolin-
vagy piperidéngytrd szinergizdlja az antioxidans
molekula (pl. Ebselen) hatasat.

Az el6adds harmadik témateriilete a spinjel6lés
volt. Az el6ad6 a hely- és funkciéspecifikus spin-
jelz6 reagensek kifejlesztését és azok biofizikai,
biokémiai alkalmazdsat ismertette. A pirrolin, pir-
rolidin, illetve piperidin szabad gyokok megfelel
szarmazékai alkalmasak arra, hogy a stabilis para-
magneses vegyliileteket lipidek, gyégyszerek, ami-
nosavak vazéaba beépitsiik, igy esély van ra, hogy a
spinjelzést még szelektivebbé és érzékenyebbé te-
gyiik a biomolekula alakjanak és funkciés csoport-
jainak a lehet§ legkisebb mértékd valtoztatasaval.
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A kovetkezS el6add Prof. Aranyi Péter (Sanofi-
Chinoin) volt, aki ,, Origindlis gyogyszerkutatds: alkal-
mazott funkciondlis genomika?” cimmel tartott eld-
adasdban bemutatta a mai gyégyszerkutatas 4j le-
hetdségeit, kiillonosen amelyek a genomika ered-
ményeibdl adédnak [az el6ad6 e témakdrben foly6-
iratunk hasabjain is beszamolt, Id. Aranyi, P. (2001)
Gyobgyszerkutatds molekuldris célpontok felhasz-
nalasaval. Biokémia, XXV: 50-52. — A Szerk.]. A
human genom szerkezetének 2001 februarjaban
tortént els6 véazlatos publikdldsa nagy reményeket
keltett a gyogyszergyartok korében épptigy, mint a
betegek és az orvostarsadalom képvisel8i kozott. A
tudomanyos kozélet vezet§ személyiségei meg
vannak gy6zd&dve arrdl, hogy ezen 4j ismertek bir-
tokdban a gyogyszerkutatas hozzaférhet§ moleku-
laris célpontjainak a szdma egy csapasra megsok-
szorozddott, és ez nagy lendiiletet adhat az inno-
vativ origindlis gyogyszerek felfedezésének. A ko-
zelmdltban — mér a human genom vazlat kozzé-
tétele el6tt — egyre nagyobb szdmban véltak ismert-
té Uj gének szerkezetei, melyek koziil az érdeke-
sebbeknek ting célpontok validdlasa nagy intenzi-
tassal kezd6dott meg. Ezt példazza, hogy a mind-
Ossze harom éve felfedezett orexinreceptorok fizi-
olégias szerepének tisztdzasaval szinte egyiddében,
2000-ben latott napvilagot a SmithKline Beecham
orexin antagonista fejlesztési jeloltje, mely az obezi-
tas, esetleg az alvaszavarok gyogyitdsdban nyerhet
felhasznalast.
A jelenleg létez§ gyodgyszerkincshez tartozé mo-
lekuldk kb. 700 molekularis célpont segitségével
fejtik ki hatasukat, mig a lehetséges célpontok sza-
mat 5 és 10 ezer kozottire becstilik. A molekularis
célpont kivalasztasa és validalasa a hatdsmechaniz-
mus ismerete révén lehet6vé teszi a terapids teriilet
meghatarozasan kiviil bizonyos varhaté mellékha-
tasok predikcidjat és az elsd szlir§vizsgalati rend-
szerek hatékony kidolgozasat is. A molekularis cél-
pont validalasa példdjaként az el6adé a PDE4 enzi-
met mutatta be, melynek gatldsa a gyulladasos be-
tegségek kezelésében lehet elényos. A gyégyszerfej-
lesztés folyamatanak attekintése soran hangstlyoz-
ta, hogy a molekuldris célpontok kivélasztasdban
kivételes esélyeket teremtS funkcionalis genomikai
ismeretek egyre nagyobb mértékben jarulnak hoz-
74 az 4j gyogyszerek azonositasahoz. Ugyanakkor
a gyogyszerfejlesztés komplex folyamatdban to-
vabbra sem tekinthetiink el a klasszikus szakterii-
letek komplex alkalmazasatol.

Hideg Kdlmdn és Ardanyi Péter



Tudésitas a 2001 /2002. évad els6 Bruckner-termi

eloadasaraol

Az Eo6tvos Lordnd Tudoményegyetemen 2001.
szeptember 28-4n, a ,Bruckner-termi el6addsok”
sorozat keretében két tudomanyos beszamold
hangzott el. Elsként dr. Zarandi Marta, egyetemi
docens (Szegedi Orvostudomanyi Egyetem, Orvosi
Vegytani Intézet) ismertette a rdkos megbetege-
dések, illetve az Alzheimer-kor kezelésére alkalmas
peptidekkel és szarmazékaikkal kapcsolatos ered-
ményeiket, majd dr. Gyodrgydeak Zoltan, egyetemi
docens (Debreceni Egyetem, Szerves Kémiai Tan-
szék) vette at a szot, megismertetve a hallgatésagot
a kiilonbozd glikozil-amidok, -imidek és karbodi-
imidek el6allitasanak dj és hatékony modszerével.

Zarandi Mérta bevezet&jében felhivta a figyelmet
arra, hogy az atlagéletkor kitolédasaval parhuza-
mosan novekszik egyes — kiilonosen az id@skorra
jellemzé — megbetegedések gyakorisaga. Ide sorol-
hatdk egyes daganatos betegségek és az Alzheimer-
koér, melyek kialakuldsaban és kezelésében is koz-
ponti szerepe van kiilonb6z6 peptideknek, peptid-
szarmazékoknak. Az elsG részben a rakos sejtek fej-
16dését gatlé in. novekedési hormont felszabadit6
hormon-(GH-RH) antagonistak szintézisét és biolo-
giai hatasat ismertette az el6ad6. A masodikban az
Alzheimer-kor kapcsan célba vett, a neurotoxicités
kivédésére alkalmas, illetve az aggregaciét gatld
., beta sheet breaker” (BSB) peptidek tervezésérdl, eld-

/////

Megfelel6 GH-RH-antagonistdk alkalmazéasaval
van lehet6ség e hormonok termel6désének vissza-
szoritdsdra, s a kutatécsoport ezt a szabalyozési
lehet&séget kihasznalva tlizte ki célul az irodalom-
ban mér ismert antagonistaknal hatasosabb vegyii-
let szintézisét. TobblépcsSs szisztematikus valtoz-
tatdsokkal szamos 1j peptidet allitottak elS, me-
lyeknek in vitro és in vivo vizsgalataiban az ered-
mény kecsegtet§. Néhany peptidszarmazék jéval
hosszabb ideig volt kimutathat6, ami elény0s lehet
a gyogyszerként val6 alkalmazas szempontjabol.

Az el6adas masodik felében egy tipikus idéskori
betegségrol, az Alzheimer-korrél és kezelési lehetd-
ségeirdl esett sz6. A betegség kialakuldsaban donté
jelent&ségii az tin. amiloid prekurzor protein (APP),
melybdl az enzimes hasitdssal képz6dd B-amiloid
peptidek (BA) neurotoxikus hatdsa ma mar bizo-
nyitott, és aggregacidjuk amiloid plakkok kialaku-

lasédhoz vezet. Tobb kisérlet irdnyult a neurotoxici-
tas, illetve a plakk-képzddés kivédésére alkalmas
(dn. funkciondlis antagonistdk; BSB) peptidek szin-
tézisére. A BA mas és mas szekvencidit alapul véve
szisztematikus modositdsokat hajtottak végre, sza-
mos rovidebb peptidet allitottak els, melyek koziil
tobb szdrmazék az irodalomban leirt BSB peptidnél
nagyobb mértékben gatolta a BA aggregacidjat. Si-
keriilt elSallitani olyan szarmazékot is, mely mind
in vitro, mind in vivo kisérletekben kivédte a BA neu-
rotoxikus hatasat. Reménykelts, hogy ezek a szér-
mazékok alapul szolgalhatnak 1j, az Alzheimer-kor
progresszidjat gatlo gyogyszerek kifejlesztéséhez.
A mésik el6addsban Gyorgydedk Zoltan a kiilon-
bo6z6 glikozilszarmazékok (amidok, imidek, karbo-
diimidek) trimetil-foszfin felhasznalasaval, optima-
lizalt reakci6koriilmények kozott torténd elSallita-
sar6l szamolt be. Az él§ szervezeteket vizsgélva
szamos esetben talalkozhatunk a fehérje—szénhid-
rat kapcsolédas kiilonboz6 tipusaival. Erre példa a
B-N-acetil-D-gliik6zamin és az aszparaginsav ko-
z06tt, vagy az a-D-ribofuranozil-glicinamidban meg-
valésulé amidkotés. Az elSadds elsé részében a
szerz$ attekintette a glikozil-amidok szintézisére
korabban mar publikalt modszereket — példaul
glikozil-aminok acilezése vagy szililezett savami-
dok glikozilezése révén, de az amidkotés kialakit-
hat6 glikozil-izotiocianatok és a kivant savak ko-
z06tt lejatsz6do reakcidval, illetve glikozil-tioami-
dok higanysé katalizalta atalakitasaval is. Az eld-
adasban bemutatasra keriiltek a Staudinger-reakcié
moédositasai, illetve az igy elSallitott vegyiiletek. A
kisérletek sordn a szerz$ és munkatdrsai reagens-
ként tobbféle alkil-, illetve aril-foszfint prébaltak ki,
valamint vizsgéltdk kiilonb6z6 oldészerek és a ho-
mérséklet hatdsat a reakcidkra. A termékeket (gli-
kozil-amidok, -imidek és -karbodiimidek) sokolda-
ldan jellemezték (NMR, MS, optikai tisztasag) és
vizsgaltak kémiai reaktivitasukat is. A kapott ered-
mények alapjan elmondhatd, hogy a legjobb kiter-
melést trimetil-foszfin alkalmazasaval lehet elérni,
s emellett sz6l a reakcidelegy viszonylag egyszert
feldolgozhatésaga, valamint az a tapasztalat is,
hogy az igy el&allitott foszfiniminek kivaléan hasz-
nalhatok tovabbi atalakitdsokhoz.

Ligeti Melinda és Tugyi Regina
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Konok Tamas 1930-ban sziiletett Budapesten. 1953-
ban végzett a KépzGmdivészeti FGiskoldn, s emellett fel-
sGfoku zenei tanulményokat is folytatott a gy6ri Zene-
mivészeti Konzervatoriumban. 1959-ben Franciaor-
szaghba koltdzik, 1970-ben a francia allampolgdrsagot is
felveszi. Kidllitdsai, Osztondijai, megbizdsai kapcsan
vildgszerte sok helyiitt dolgozik — 1960 és 1980 kozott
kiilf6ldon allitja ki munkdit (6ndllo kiallitasok: Pdrizs,
New York, Washington D.C., Los Angeles, Hamburg,
KéIn, Miinchen, Rotterdam, Ziirich, Genf, Bézel,
Stockholm stb.), 1980 6ta hazai kidllitasai is djfent gya-
koriak. 1985 6ta a Budapesti Miszaki Egyetem vendég-
professzora, 1998 Gta a Magyar Képzém(ivészeti Egye-
tem Térsadalmi Tandcséanak tagja. 1997 ¢ta a francia
['Ordre du Mérité lovagja. Fontosabb hazai kitlintetései,
dijai: Derkovits-0sztondij (1958), Kossuth-dij (1998).
Abrézolasvilagét — melyben elemzéi gyakran felfedezik
zenészi hattér és a metafizika nyomait is —a mémokien
pontos, mégis egyszer(l szerkesztettség, a szigort vonal-
vezetés, a geometrikus jelek, ivek, vonalak, sikidomok
és formdk megtervezett illeszkedése vagy kontrasztja
jellemzi. Az igy kialakitott geometrikus térhatds mintegy
folytatdsa a Kassak, Moholy-Nagy, Malevics-féle konst-
ruktivista vonulatnak, azonban az tires terek és formak
valtakozdsa révén kialakitott dinamizmus, a kiilonboz§
anyagok, szinek, formak illeszkedése, egymasha agya-
z0dasa vagy éppen ellentéte, a szabalyos és a szabaly-
talan ismétlGdések ritmikaja révén jellegzetesen egyéni
lattatds. A ,hagyomanyos” olajfestmények (akril, vé-
szon) mellett kolldzstechnikdt is alkalmaz, vasznon,
kartonon, meritett papiron egyardnt. Amint Lucia
Moholy frja réla: ,Az ,anyag” fogalmat néla tgy kell ér-
teni, hogy az ,organikus” természetil alapterek a beldliik
kindvd alakzatok 610 hordozoiva valnak: képletek, ame-
lyeknek segitségével az ember és a miivész Konok érzé-
seit s gondolatait kizvetiti. Kiegészitd a ,forma”, ez
nélkiilozhetetlen a tér megnyitasara, amelybdl az alakzat
az eldre elképzelt képtérbdl felénk Iép anélkiil, hogy az
alaptértol valo tavolsagot megtagadnd. Ennek az erede-
lileg sikban fogalmazott alakzatnak festdi funkcidjat ren-
dezd vonalakcentusok tiszidzzak és tamaszijak ald.
Ugyanakkor a md dsszhatasat is nivekvd és egyre
lisztabb egyértelmdséggel hatarozzak meg. A festdi el-
jarasnak ezen a modon Iétrehozott zért egysége, amely
mind a harom fokon egy specifikus képmisszioban lép
fel, Gsszességében eqy Konokra jellemzd képarchitek-
fdraban talélkozik, és lehetdséget nydjt filozofikus gon-
dolatok kivaltasara is. Konok milvészetének elemzése
nem lenne teljes, ha nem utalnank mdveinek filozofiai
hétterére is.”

Az it lathato képek a 2001. augusztus 11 — szeptember
16. kozott a székesfehérvari Szent Istvan Kirdly Muze-
umban tartott, ,Kivonatok erkdlcsi bizonyitvanyombor
cimdi kiallithsdnak anyagabol szarmaznak, és ismert mun-
kéival parhuzamosan a nyolcvanas évek elején készil-
tek. A tarlat darabjai éppenséggel nem tipikus Konok-
képek: a kolldzstechnikat — t6le szokatlan madon — kife-
jezetten figuralis elemek beépitésére haszndlja, s homo
ludensként jatszik a tér-forma-szin 6sszhangjdval.
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Beszamol6 az Eurdpai Kombinatorikus Tudomdnyok Tdrsasdgdnak elsd kongresszusdrol

L1 WT SR A kombinatorikus ké-
e e S miai  tudomdnyok
o eurfpai mtveléi -
mintegy kétéves eld-
készit6 munka utan -
. hivatalosan is mega-
lapitottak 6nall6 szer-
(3 vezetiiket, amelyet
2001-ben  European
Society for Combinato-
rial Science néven je-
gyeztettek be. A kom-
binatorikus ~ kémia
hazai mitiveldit az a megtiszteltetés érte, hogy az 1j
tarsasag els6 hivatalos kongresszusanak megszer-
vezésére Furka Arpadot, az ELTE Szerves Kémiai
Tanszék professzorat kérték fel. Igy keriilhetett
megrendezésére 2001. jilius 1-5. kozott az EURO-
COMBI-1 (First Symposium of the European Society
for Combinatorial Sciences), amelynek az ELTE TTK
1j Konferencia Kézpontja adott otthont. A Szervezs
Bizottsdg munkdjaban az egyetemi (ELTE), az aka-
démiai (MTA Kémiai Kutatékdzpont) és az ipari
(Chinoin, ComGenex, Richter) kutatdintézetek ve-
zet8 kombinatorikus szakemberei vettek részt, az §
példamutat6 Osszefogdsuk tette lehet6vé a szimp6-
zium sikeres lebonyolitasat.

EURCCOMNBI-1

JELY 1-5. B8
BEh P, FiEEERY

A Kkilencvenes évek kozepétdl — kiilondsen a ten-
geren tilon — szdmos konferenciat rendeztek ,,com-
binatorial chemistry, high-throughput screening, molec-
ular diversity, drug discovery” témakorokben és a
rokon teriileteken, amelyek els§sorban a gomba
moédra szaporodd kisebb magancégek és a ,big
pharma” kozép- és felsGszintli vezet§ rétegét cé-
loztak meg. Az els§ jelentSsebb eurdpai rendez-
vényen (a 240 résztvevés CombiChem 2000 konfe-
rencian Londonban) is elsésorban a gyoégyszeripar
képvisel6i voltak tobbségben. Bar az ilyen jellegii
konferencidknak nagyon fontos szerepiik van, de
hidnyossagaikat is latnunk kell. Erthets médon —
uzleti, szabadalmi okokbdl — kevesebb sz6 esik az
alapkutatasok legtjabb eredményeirdl, az dj szin-
tetikus, analitikai, biolégiai stb. mddszerek fejlesz-
tésérdl, és az sem mellékes, hogy az igen magas
részvételi koltségek sok potencialis érdekl6dst

(doktorandusz, posztdoktor, fejl6dé orszagok kuta-
t6i stb.) tavol tartanak ezektdl a rendezvényektdl.

A kombinatorikus kémia miivelése ma mar nem
csak a gydgyszeripar kivaltsaga. A kombinatorikus
modszert, szemléletet sikerrel alkalmazzdk szamos
vegyliletcsaldd, pl. a névényvédd szerek, szuprave-
zetGk, termokrém vegyiiletek, polimerek vagy ka-
talizatorok kifejlesztésére. A kombinatorikus kémia
anyagtudomanyokra (materials science) gyakorolt
hatdsat az amerikai Science magazin azzal dijazta,
hogy ez a teriilet felkeriilt a Breakthrough of the Year
1998 tizes listajara.

Mindezeket figyelembe véve az Eurocombi-1 Szer-
vez§ Bizottsaga az aldbbi szempontokat igyekezett
érvényesiteni. A részvételi dijjak megallapitasakor
arra torekedtiink, hogy minden kategéridban az
eddigi hasonlé konferencidkhoz képest is a legala-
csonyabb arakat tudjuk biztositani. A hazai résztve-
véket még ennél is kedvezébb elbiralasban része-
sitettiik. Néhany kivételt leszamitva az ,egy cég,
egy el6adas” elvét is sikerrel alkalmaztuk. Els6ként
valésitottuk meg, hogy a kombinatorikus kémia
két legaktivabb teriiletének (gyogyszerkutatds és
anyagtudoményok) képviselSi egyazon konferen-
cidn talalkozzanak, lehetGséget kinalva a kozvetlen
informdciécserére és a szakma legjobbjainak sze-
mélyes taldlkozdjéra is.

Az Eurocombi-1 konferencidt kb. 25 orszagbodl
Osszesen 343 résztvevs kereste fel. A tudomanyos
el6adasok mellett a rendezvényhez szamos kialli-
tas is csatlakozott. Az Orszagos Miiszaki Mizeum
tdmogatdsaval a Harmonia-terem elSterében kertilt
megrendezésre a ,Magyarok a Tudomanyért” kial-
litds, amiért Vamos Erzsébet igazgat6 asszonyt ille-
ti kiilon koszonet. Ugyanitt lett kiallitva az elsé
szintézisblokk Furka Arpad laboratériumabél és az
eredeti Takatsy Gyula altal kifejlesztett 96 lyuku
értékelS lemez (96-well plate). A Gombaulaban ren-
dezett szakmai kiéllitdson 10 orszagbdl 37 cég alli-
tott ki, a résztvev6k megtekinthették a legtjabb
manudlis és automata laboratériumi szintetizato-
rokat, a kombinalt analitikai rendszereket, a vegyii-
lettdrak és adatbazisok kezelésére Kkifejlesztett
szoftvereket, a bioldgiai tesztelésre alkalmas HTS-
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késziilékeket, hogy csak néhdnyat emlitsiink a szé-
les vélasztékbol.

A tudoményos program osszeallitisa a Nemzetko-
zi Tudomanyos Bizottsdg szakavatott elSkészits
munkdjat dicséri. Az el6adasok egy szekcidban a
340 {8s szinhazteremben zajlottak. A rendelkezésre
all6 korszerd technikara nagy sziikség volt, hiszen
a 61 el6ad6 nagy része a komputeres kivetitést
részesitette elényben, és az abrakat igen valtozatos
forméaban (laptop, CD, ZIP, floppy) hoztdk maguk-
kal. Az ELTE Oktatastechnikai Csoport és a hall-
gatokbol, doktoranduszokbdl 4all6 csapat lelkes
munkdjanak koszénhetSen az el6addsok gordiilé-
kenyen kovették egymast, még a legtijabb genera-
ciés Macintosh laptop csatlakoztatdsa sem jelentett
akadalyt.

Az 5 negyvenperces plendris elGadds (keynote lec-
ture) megtartasara Furka professzor az adott szak-
tertilet reprezentativ képviselSit kérte fel. A neves
el6adok koziil Ivar Ugi (Technical University of
Munich) a multikomponensti reakciokrdl tartott
el6adast; Giinther Jung (University of Tubingen) 4j
polimer reagensekrdl és a Fourier-transzformaciés
tomegspektrometria alkalmazasi lehet§ségeirdl be-
szélt; lan Maxwell (Avantium Technologies BV) az
integralt, nagy hatékonysagu technologiak fejlesz-
tési folyamatokba valé beillesztésérdl szamolt be;
Takashi Takahashi (Tokyo Institute of Technology) a
természetes és mesterséges konyvtarak szintézis-
modszereit tekintette at; Manfred T. Reetz (Max-
Planck-Institut) pedig az enantioszelektiv enzimek
iranyitott evolticiés atalakithatésdgara mutatott be
példakat. Tovabbi 11 felkért el6adé (invited lecture)
szinesitette a palettat: sz6 esett a szilard hordozék
tovabbfejlesztésérdl, a Bayer-féle szintonkoncepci-
6rdl, dinamikus konyvtarakrél, kombinatorikus
kvantumkémidrdl, 4j polimerek el&allitdsardl, a
peptodomimetikum gydgyszerjeloltekrsl, s6t az
tdjdonsagok kereskedelmi értékesitésének lehetd-
ségeirdl is. A programot még tovabbi 45 hiiszperces
ordlis el6adas, valamint 80 poszter tette teljessé.

A konferencia zarénapjan kertilt sor a szponzorok
altal alapitott dijak kiosztasira. A Tudomanyos
Bizottsag helyzete nem volt irigylésre méltd, mert
sok remek elSaddsbol és miivészien tervezett
poszterekbdl kellett kivalasztani a néhany szeren-
csést. A Chemical Computing Group AG (Németor-
szag) altal kiirt Young Investigator Award els§ dijat
Guido Kirsten (Max-Planck-Institut, Németorszag)
a komputeres konyvtartervezés céljaira kifejlesztett
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evolicids algoritmus kidolgozasaért kapta, mig a
masodik dijat Menno Monnee (Utrecht University,
Hollandia) vehette &t szintetikus receptormoleku-
lak split-mix moddszerrel torténd elSallitasaért. A
Polymer Laboratories Ltd. (U.K.) felajanlasat, a leg-
jobb poszternek szold kitiintetést Miriam Royo
(University of Barcelona, Spanyolorszadg) részére
itélték, akit a guanidinrészletet tartalmazé farma-
kofor csoportok vizsgalatdért jutalmaztak. A
Sigma-Aldrich Kft. kiilondijat alapitott (elsésorban
35 év alatti) magyar kutatok kiilféldi tudomanyos
kongresszuson val6 részvételének tamogatasara. A
harom dijbdl kettével a tudomanyos és szervezd
bizottsagok munkaban is részt vevé ComGenex Rt.
két vezetGjét, Darvas Ferencet és Urge LészI6t jutal-
maztak a metaboloma kombinatorikus médszerek-
kel val6 kutatasa, illetve a reakcioparaméterek pre-
dikcidja terén elért eredményeikért, a harmadik di-
jat Kéri Gyorgy (Semmelweis Egyetem) nyerte el a
jelatviteli mechanizmusok fékuszalt konyvtarak
segitségével végzett tanulmédnyozasdra irdnyuld
vizsgalataiért.

Ma mar szinte elképzelhetetlen konferenciat ren-
dezni szponzori tAmogatas nélkiil, s az Eurocombi-
1 sem kivétel. A szervezdk kiilon koszonik a kovet-
kez8 szponzorok nagylelkii tdmogatésat: Accelrys
Inc. (U.K.), Asinex Ltd. (Oroszorszag), BASF (Né-
metorszag), Bayer (Németorszag), Bentham Science
Publishers (Hollandia), ChemDiv, Inc. (USA),
Chemical Computing Group AG (Németorszag),
Chemspeed Ltd. (Svéjc), CHIMICAoggi (Olaszor-
szag), CombiChemNet (U.K.), ComGenex (Magyar-
orszag), Gedeon Richter (Magyarorszag), Henkel
AG (Németorszdg), Morphochem (Németorszag),
Pharmacore Inc. (USA), Polymer Laboratories Ltd.
(U.K)), Sigma-Aldrich (Magyarorszag).

Nem lehet megfeledkezni partneriinkrél, a Coop-
congress Kongresszusszervezd Iroda lelkiismeretes
munkdjarél sem, kiilon kiemelve a felelGs szervezd
Uttry Borbalat és az irodavezet6 Vadkerty Editet.

A konferencia programja a nagyszamud elSadas
miatt igen feszes volt, de igy is volt lehetSség él-
ményt adé szocialis programokra. A megnyité {in-
nepség utani fogadas a Harmoénia-teremben alkal-
mat adott kiilf6ldi vendégeinknek — akik koziil sza-
mosan el@szor jartak magyar foldon — a magyar
konyhéval és a kivalé minSségli magyar borokkal
val6 benséséges ismerkedésre. Ezt az élményt erd-
sitette a lajosmizsei zarébankett, amelynek fénypont-
ja a ,Puszta 6tos” braviros lovasbemutatdja volt.



EUROCOMBI-1

A European Society for Combinatorial Sciences a kon-
ferencia alatt tartott {ilésén hatdrozott az Euro-
combi rendezvények folytatasardl. A 2003-ban sorra
keriil6 Eurocombi-2 rendezési jogat Koppenhaga-
nak itélték oda. Ezen az tilésen Furka Arpédot, a kom-

binatorikus kémidban elért eredményeit elismerve, 6t

évre a Tarsasag tiszteletbeli elnokévé valasztottak.
Az Eurocombi-1 konferencia informaciés anyaga
részletesen olvashat6 az alabbi két honlapon:
http:/fwww.eurocombi.com
http://szerves.chem.elte.hu/combchem2001/

Dibé Gabor

Ismeretek az egyedfejlodésrdl: a csirasejtektdl a

programozott sejthalalig

Hoffmann Gyula, Csoknya Maria:
FEJLODESBIOLOGIA 1I.
(Konyvismertetés)

Pro Pannonia Kiadé Alapitvany, Pécs, 2000

A Dbiolégiai alapismeretek egyre nagyobb szerepet
kapnak, nemcsak azokon a teriileteken, ahol a
biolégia mint eszkdz szerepel, hanem a hétkoznapi
életben is. Meg kell kiizdeniink azokért az ismere-
tekért, melyek lehet6vé teszik, hogy a média altal is
oly kozkedvelt kifejezéseket (klénozas, transzgeni-
kus él6lények) megértsiik.

Amikor az 6tvenes évek elején Francis Crick, tudods
tarsaval James Wattsonnal Cambridge-ben megal-
kotta a mar legendas — és azéta is id6talld — kettds
spiral elméletét a DNS-rél, senki sem gondolta,
milyen nagy tavlatok nyilnak meg a biokémiaban,
a biologiaban. Ezt a felfedezést kovetSen a munka
természetesen tovabb folytatédott (folytatodik), és
a mai kor embere mar képes arra is, hogy a DNS-
molekuldn olyan modositdsokat vigyen véghez,
amelyeket a természet csak évek millidrdjai sordan
tudott végrehajtani.

A Fejlédésbiolégia I. ciml konyv (amely 1997-ben
jelent meg a Fels6oktatdsi Tankdnyv- és Konyv-
tdmogatasi Palyazatok Kuratériuma tamogatasa-
val, Pro Pannonia Kiadé Alapitvany kiadasédban)
részletesen leirta a kétéltiiek, rovarok és az eml§sok
egyedfejlédését [1], mintegy bemelegitésiil szolgal-
va a II. kotethez (Fejlédésbiologia II., mely az Ok-
tatdsi Minisztérium és a FelsGoktatasi Palyazatok
Irodaja altal nydjtott felsGoktatasi tankonyvtamo-
gatassal és szintén a Pro Pannonia Kiad6 Alapit-

vany kiadasadban je-
lent meg), amely a
fejlédésbiologia  tu-
domaényteriiletének
forradalmat mutatja
be. Az igen terjedel-
mes (702 oldal) kony-
vet szerzSi elsGsor-
ban egyetemi tan-
konyvnek  szantak.
Megfelel6 szakmai
el6tanulmanyokat
igényls nyelvezete
miatt én sem ajanla-
nadm azoknak, akik
most szeretnének megismerkedni a sejtbiologiaval,
illetve a genetikaval. Igaz ugyan, hogy a kényv vé-
gén talalunk egy sz6szedetet, amely részletesen ki-
terjed a fejlédésbioldgia tudomany teriiletére esé fo-
galmak tag korére, s amely nagy segitséget nyujt a
konyv megértéséhez, de valdszind, hogy a kdnyvet ol-
vasva, a laikusnak sokszor hatra kell majd lapoznia.

FEJLODES-
BIOLOGIA 1.

Az olvaso (didk) el6szor megismerkedhet a kiilon-
b6z6 technikdkkal, melyek a gének izolalasara,
analizisére alkalmasak, majd fokozatosan elmé-
lytilhet a transzgenikus él5lény, a klon, a genom, az
epigenetika, a génszabdlyozas fogalmaiban, mig
végiil eljut a fejlédési mintaképzésekhez, mely feje-
zetek soran a szerzdk, az alapfogalmak részletes is-
mertetése utdn kiilonboz6 torzseken (puhatestiiek,
rovarok, emlGsok) mutatjak be a fejlédés soran vég-
bemend biologiai folyamatokat. Itt egyardnt széba
kertil a Drosophilikra jellemzé kiilonb6z8 tulajdon-
sagok kialakuldsa, megtudhatjuk példaul, hogy az
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anyai hatdsd géneknek milyen fontos szerepe van
az eliils6-hatulsé (antero-poszterioralis) polaritas
kialakitdsaban, de arrdl is sz6 esik, hogy a ,,csupa-
hat” és a ,,csupahas” embridk létrejotténél szintén
szerepet jatszanak bizonyos anyai gének, hiszen ha
ezek barmelyike mutans, abban az esetben mar
olyan embridk jonnek létre, amelyeknek D/V
aszimmetridja nem alakul ki. A késébbiekben rész-
letesen olvashatunk példaul az eml@sok ideg-
rendszerének fejlédésérsl, melynél megtudhatjuk,
hogy milyen fontos szerepe van a slug génnek,
amely szabdlyozza azt a folyamatot, melyben a
nem mozgo epitelialis sejtek vandorlé sejtekké val-
nak. Ezeknél a kicsit nehezebben tanulhat6 fejeze-
teknél szerencsére sok esetben talalkozhatunk
olyan magyarazatokkal, amelyek a kiilonb6z6 tor-
zsek bizonyos szerveinek kifejlédését dsszehason-
litva mutatjak be, ezzel felhivva a figyelmet a fejl6-
désbeli kiilonbségekre is. A szerz8k a konyvet stilu-
sosan az Oregedés és a haldl témakorével zarjak,
mely fejezetben leirjdk az dregedés genetikai hatte-
rét, kiilon kitérve a telomérek szerepére, valamint
targyaljdk az eml&sok testmérete és maximalis élet-
ideje kozotti osszefiiggést.

A konyv népszertiségét valészintileg az is novelni
fogja, hogy részletesen beszamol a mara mar oly hi-
ressé, s6t lassan legendassa valé Dolly birkanak, a
klonozaési kisérlet ,, végtermékének” létrejottérsl. A
kényv nehézségének enyhitéséiil a szerzék sze-

rencsére minden fejezetben kitérnek az oda kapcso-

16d6 és a tanulmanyozas soran felhasznalt kisérleti
modszerekre, eredményekre. Tovabbi konnyitésiil
szolgal a szorgalmas tanul6k szaméra a sok, vi-

szonylag jol értelmezhet§ dbra, valamint a j6l hasz-
nalhat6 targy- és névmutato.

Befejezésiil, nemcsak ehhez az igen alapos, a mo-
dern kor tudomanyat részletesen ismertet6 konyv-
ho6z, hanem inkdbb a hétkdznapi életben manapsag
oly gyakran felroppend vitdkhoz fiznék egy ,ap-
r6” tényt. Mikozben Nagy-Britannia Parlamentje
éppen ratifikalt egy, az emberi sejtek orvosi célokra
torténd klénozasarodl szol6 torvényt [2], az Egyesiilt
Allamok képvisel6héza az idén elfogadta azt a tor-
vényjavaslatot (The Human Cloning Prohibition
Act 2001), amely szovetségi szinten biintetend6vé
teszi az emberi embridk klénozasat [3]. A torvény-
tervezet az emberi embridk sejtanyag-atiiltetéssel
val6 elballitasat sem 1j egyedek létrehozédsa, sem
tudomanyos kutatdsok céljabél nem engedélyezi. A
Fehér Haz kozleménye szerint [4]: ,az emberi
klénozas altal felvetett stlyos erkolesi kérdéseket
nem lehet figyelmen kiviil hagyni a tudomanyos
felfedezések érdekében”.
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X. Sejt- és Fejlodéeshiolagiai Napok
Sidfok, 2002. marcius 27-29.

Kedves Sejtbioldgusok és Szimpatizansok!

A ... hogy tudjunk egymasrol és méasok is rélunk ....”
gondolat jegyében rendezziik meg — immaron tizedik alkalommal —
a Sejt- és Fejlédésbioldgiai Napokat Siofokon,

a Magistern Széllodaban (8600 Siofok, Beszédes sétany 72.).
Azt szeretnénk, ha a kordbbiakhoz hasonl6an mutatnank be tudomanyunkat: mely' mihelyekben,
milyen témakat, kik és milyen eredménnyel miivelnek. A szervezdk azt varjak,
hogy a résztvevék sokan és sok érdekes/értékes ,portékat” hoznak a sejthioldgia és a hatartudomanyok rejtelmeibél.

Jelentkezési hataridd: 2002. januar 18.

Részvételi dijak:
* részvételi dij 15.000.-Ft
» PhD-hallgatoknak 13.000.-Ft
* kisérd csaladtagoknak 14.000.-Ft

A Szervezé Bizottsag cime: (tudomanyos informaciok)
Szegedi Tudomanyegyetem, AOK, Orvosi Biologiai Intézet, Dr. Szabad Janos tanszékvezetd egyetemi tanar
6720 Szeged, Somogyi Béla u. 4. Telefon: (62) 545-109 Fax: (62) 545-131 e-mail: szabad@comser.szote.u-szeged.hu
Bévebb informacioért lasd: http.//www.tiszanet.hu/~congress/2002/sejt2002
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