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SZERZOINK SZIVES FIGYELMEBE!

A BIOLOGIA (korabban Bioldgiai Kézlemények) évente két fizetet tartalmaz. Elsé-
sorban az elméleti és molekularis bioldgia, a sejttan, orokléstan, és a kisérletes onto- és filogenetika
targykorébdl kozol cikkeket. A dolgozatok kdvetkezd tipusait részesitjik elényben:

— teoretikus cikkek;

— valamely munkacsoport kisérletekre alapozott elméletének ismertetése, elsésorban a

koncepcié bdvebb kifejtése;

— abioldgia valamely részteriiletének legtjabb irodalmat dsszefoglalé (review) munkak;

— az adottformaban mésutt nem publikalt kisérleti beszamolok.

A lap ezenkiviil vitdkat indit6, vagy azokhoz hozzasz616 cikkeket, valamint kényvismer-
tetéseket és kongresszusi beszamoldkat is kozél.

A kéziratokat — az intézmény vezet6jének jovdhagyasa utan — két példanyban, a mel-
lékleteket (rajzokat, fényképeket) egy példanyban, a kovetkez6 cimre kérjuk bekildeni:
BIOLOGIA Szerkeszt6sége, Dobozy Ott6 technikai szerkesztd, 1445 Budapest, Nagyvarad tér 4.
A cikkek elfogadasardl a Szerkeszt6bizottsdg — a beérkezett szakért6i vélemények alapjan —
évente két alkalommal dont. Az elutasitott dolgozatokat visszakildjik, ill. javasoljuk mas
profild laphoz valé bekiildését.

A dolgozatok fejléce tartalmazza a cimet, a szerz6ik) teljes nevét, az intézet és a varos meg-
nevezését, valamint a kulcsszavakat.

A teoretikus cikkek és az irodalmi feldolgozdsok tagolasa tetszéleges. A bonyolultabb
tagolast cikkekhez ,fejezetrangsort” kell mellékelni, amelybdl vildgosan kitlinik az egyes feje-
zetek egymashoz valé viszonya. A decimélis fejezetszdmozast lehetleg keriljuk. Az eredeti
kutatdmunkat ismertetd cikkeket a kovetkez6képpen kell tagolni: Bevezetés — Anyag és
modszer — Eredmények — Megvitatas — Osszefoglalas — Irodalom.

A szovegben délt betlvel (amit folyamatos vonallal valé alahtzés jelél) kell kiemelni:

— a tudomanyos genus- és fajneveket;
— az in vivo, in vitro és a de novo kifejezéseket;
— valamint az abrékra, ill. a tdblazatokra valé hivatkozéaskor azok sorszamat.
A szerz6k neveit NAGYBETUVEL, a ritkitott szoveget ritkan kell irni.
A szovegben az irodalomra a cikkek sorszaméaval, vagy pedig a szerzé(k) nevével és a
cikk sorszamaval kell hivatkozni. A cikkek sorszdmat szogletes zaréjelbe kell tenni.
Az irodalomjegyzéket sorszamozva, ABC sorrendben kell dsszeéllitani a kdvetkezd pél-
dak szerint:
A) folyoéirat cikk esetén:
1. BROWN, J. (1973) Heredity and ontogeny. Nature, 238, 19—27.
B) kényv idézésekor:
1. MOURANT, A. E., KOBECA, C. and DOMANIEVSZKA-SZOBSZCAK, K. (1976)
The distribution of the human blood groups and other polymorphisms. 2nd ed.
Oxford University Press, Oxford
C) gytlijteményes m(i felhasznalasakor:
1. MILLER, O. L. and LEATTI, B. L. (1969) Nucleolar structure and function. In:
LIMA DE FARIA, A. (ed.): Handbook of molecular cytology. North-Holland Publ.

Comp., Amsterdam—London, 605—619.

Az irodalomjegyzékben csak azokat a szerz6ket lehet feltiintetni, akikre szdveg kdzben
hivatkozas tortént.

A lapban megjelené dolgozatokat kiilféldi referaléfolydiratok angol nyelv(i dsszefoglaldik,
ill. cimik alapjan ismertetik. Ezért célszeri az angol Osszefoglalds informativ, szabatos
megfogalmazésa.

Az dbramagyardzatokat — magyar és angol nyelven — kiildn lapra kell gépelni, 4brén-
ként Gj bekezdésben. A grafikonokat és rajzokat abra, a fényképeket kép megjeldléssel kell
sorszamozni, arab szamokkal. A cikkhez mellékelt abrak hatoldalan szerepeljen azok sorszdma
és a szerz6 neve. Szines abrat a Szerkeszt6ség nem fogad el. Kilon lapon kell mellékelni a tab-
lazatok magyar és angol nyelvi{i cimét rémai szamokkal. Az abrdk és tdbldzatok magyar és
angol sorszamaét, valamint a magyar cimét folyamatos vonallal valé alahtzéssal kell kiemelni.

A dolgozat végén jeldljék meg a szerzé nevét és munkahelyének pontos cimét (iranyito-
szammal).

A megfogalmazasnal tigyeljenek a vilagos, magyar stilus hasznélatéara, a helyesirasi kér-
dések eldéntésénél az MTA legljabb kiadast ,,A magyar helyesirdas szabalyaidban foglaltak
tekintendék irdnyadénak.

A kozlemény elfogaddsa esetén a szerz6k megkapjak a hasab- és a tordelt lenyomatot.
Ezen a nyomda hibajabol ered6 javitdsokat kék, a szerz8i korrektarat piros szinnel kell bejeldl-
ni. A kézirattél eltéré javitasokat vagy kiegészitéseket csak kivételes esetekben lehet elfo-
gadni.

Szerz8inket a kiadott cikkekért az Akadémiai Kiad6 altal szabalyozott ivhonorarium
illeti meg, és amennyiben el6zetesen nem rendelkeznek masként, térités ellenében 100—100
kilénlenyomatot bocsatunk rendelkezésiikre.
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Altalanosan elfogadott az a feltevés, miszerint az RNS az &si genetikai
informacié hordozo6jaként el6bb jelent meg az evollcid sordn mint a DNS.
Ennek, illetve a mai enzimfehérjék koenzimeinek, valamint az egyes RNS-ek
sajatossagainak alapjan tobben felvetik az enzimtulajdonsagokkal rendelkez6
RNS-ek képz6désének lehetéségét [2, 3, 12, 20]. A prebiolégiai evolicié modern
elmélete szerint az enzim-RNS-eknek centralis szerepik volt a korai anyag-
cserében [6]. Mai tudasunk szerint kiilondsen a tRNS-ekhez hasonlé struktirak
hordozhattak katalitikus funkciokat. Ez a koradbban inkabb kdzvetett bizonyi-
tékokon alapul6 hipotézis a tRNS-ek altalanos haromdimenzids szerkezetének
tanulmanyozéasaval realisnak latszik.

A tRNS-ek ilyen jellegl kiemelése részben tercier szerkezetiik kell§ isme-
retével, részben pedig az 6si él6lényekben betdltott feltételezett kozponti szere-
pikkel indokolhat6. Az 5S rRNS-ek minden bizonnyal kézeli rokonsagban all-
nak a tRNS-ekkel, térszerkezetiikre vonatkozé tudasunk azonban egyel6re nem
kielégitd [19]. A koztiuk levd strukturalis, funkcionalis és evollciés kapcsolatok
feltardsa jelent6s mértékben hozzajarulhat az enzimfunkcidju nukleinsavakrdl
alkotott jelenlegi elképzeléseink tovabbfejlesztéséhez. A viszonylag kis méret(
tRNS-ek és 5S rRNS-ek mellett a 16S rRNS-ek vizsgalata is figyelemremélto
adatokat szolgaltat ebb6l a szempontbdl. A rendelkezésre all6 szekvenciak alap-
jan a prokaridta eredetli 16S rRNS-ek masodlagos szerkezete nagyon hasonlé
[15]. Ennek bonyolultsdganal, valamint a molekula méreténél fogva a tercier
szerkezet egyel6re ismeretlen, de minden bizonnyal — legaladbbis elvben —
az aldbb ismertetésre keril6 tRNS-ekéhez hasonlo. A 16S rRNS-ek is szdmos
konzervativ szekvenciat tartalmaznak, melyek a nem-bazisparosodott régidk-
ban helyezkednek el és valdsziniileg funkcionalis jelent6ségliek. Ezek a régiok
bizonyithatéan ugy helyezkednek el, hogy mas molekuldakkal kénnyen kdlcson-
hatasba léphessenek. Ugyanakkor erdsen variabilis régiok is megfigyelheték.
Az egész struktara rendkivil flexibilis és konformaciés valtozasokra képes.
Mindezek a tulajdonsagok — mint azt a tRNS-ek esetében is latni fogjuk — az
enzimfunkcio el6feltételei.

A molekula egyéb funkcidit most figyelmen kivil hagyva, a 16S rRNS-ek
meghatarozott konzervativ régiéi felel6sek az mRNS-ek és a tRNS-ek felisme-
réséért, a megfelel6 kodon-antikodon kdlcsonhatasok létrejottéért, illetve a
transzlacio soran fellépd transzlokacioért. A transzlacido meghatarozo elemei igy
nyilvanvaléan az RNS-ek, mig a fehérjék — a rekonstitlciés kisérletek tantsa-
ga szerint is — csupéan facilitalé szerepet toltenek be. igy igen valdszin(, hogy

1* 3



az 0Osi transzlacié csupan katalitikus funkci6ji RNS-ek mikodésén alapult.
A folyamat evollci6ja soran épliltek Le a fehérjefaktorok és alakultak ki a ribo-
szdmak. Mindezek bizonyitdsara azonban az egyes rRNS-eket — beleértve a
23S rRNS-eket is — legalabb olyan mértékben kell megismernink, mint a
tRNS-eket.

Az els6 tRNS szekvencidk megallapitasa elvezetett ajol ismert I6here ala-
ki térszerkezeti modell megalkotdsahoz, amely a maximalis bazisparosodasi
rendszer kialakuldsat két dimenzidban értelmezi. Egy ilyen struktirahoz
— amely nagyjabdl egy sikban elhelyezkedd bazisparosodott régidkbdl és hid-
rogénhid kotésekt6l mentes hurkokbol all — viszonylag nehezen rendelhetd
barmilyen katalitikus funkcid. Ezen tilmen6en a 3—7 bazisparra kiterjedd hid-
rogénhid kdétési magokhol felépiilé szerkezet stabilitdsa vizes oldatokban két-
ségbe vonhaté — noha a tobbé-kevéshé specifikus kdlcsénhatasok természete-
sen értelmezheték segitségével. A tRNS-ek fizikai tulajdonsdgai azonban azt
mutattak, hogy ennél —atébbi RNS fajtdhoz viszonyitva is — egy joval tdm6-
rebb, ellenallébb és stabilabb struktidraval van dolgunk, amelyben a nem béazis-
parosodott részek is viszonylag védve vannak [14, 22].

antikodon
antikodon-hurok

1. &bra. A tRNS-ek 4alland6é nukleotidjait feltinteté altaldnos l6here alaku térszerkezeti modell.
A struktlra viszonylag tavoli nukleotidjait dsszekoté kihlizott vonalak azokat a bazisparoso-
dési kolcsonhatasokat jelolik, amelyek az L alakl szerkezetet stabilizaljak. A valtozé béazis-
Osszetétell régidkat (extra-hurok, a D-burok alfa és béta régidi) pontozott vonal jelzi. Pu =
= purin bazis, Py = pirimidin bazis, a csillag er6sen médositott bazisra utal, az X pedig a
tRNS fajtajatol fuggo tetsz6leges bazis. A bekarikazott jelolések nem allandé, de igen gyakran
el6fordulé Osszetevékre utalnak. A kitoltott korokkel jellt tetsz6leges nukleotidok a bazis-
parosodasi rendszer tagjai, mig az Ures karikak olyan nukleotidokra utalnak, amelyek nem
alakitanak ki hidrogénhid kotéseket

Fig. 1. Thegeneral cloverleafdiagram of all tRNA-sequences illustrating their constant nucleotides.
The solid lines connecting nucleotides indicate those hydrogen bonding interactions which
stabilize the L-shaped tertiary structure and bring together the far parts of the molecule.
The variable regions (variable loop, a and B regions of the loop D) are marked with dotted
lines. Pu stands for purines, Py for pyrimidines, * for markedly modified bases and X for an
arbitrary base depending on the nature of tRNA. The bases in circles are frequently occuring,
however not general constituents of tRNA. The thick full circles are hydrogen-bonded nucleo-
tides, the open circles are kinds of nucleotides which do not participate in base-pairing



Az emlitett megfigyeléseket alatamasztjak azok az eredmények, amelyek
szerint a tRNS-ek in vivo tercier szerkezete — tovabhbi térbeli intramolekuléris
kdélcsonhatasok révén — L betlih6z hasonld [9, 10, 11]. Ebben a modellben a
maximalis bazisparosodasi rendszer mar harom dimenzidéban definialt. Az 1.
abra szemlélteti a tobb mint szdz primer szerkezet birtokdban megszerkesztett
altalanos tRNS szekvenciat, illetve azt, hogy az els6rend(, I6hereszer( térszer-
kezetbdl (atovabbiakban tere | szerkezet) milyen tovabbi bazisparosodasok Gt-
jan alakul ki a méasodrend(i, L-szer( térszerkezet (a tovabbiakban tere Il szer-
kezet). A tere Il szerkezetben a molekula viszonylag tavoli részei kézdtt jén
létre kdlcsdnhatas, hidrogénhidak révén (2. abra). Az L betl két szaranak az
aminosav kar és az antikodon-hurok felel meg, mig a sarokrészben a D-hurok
rasimul a T'EC-, illetve extra-hurkokra és hidrogénhid kotéseket alakit ki velik.
A bazisparok szadma, illetve a komplementaritds igy mar maximalis a tobb
mint szdz hidrogénhid kotés révén. Ez a struktira egyben lehet6vé teszi a szinte
egész molekulara kiterjedd hidroféb (interplanéaris) kélcsdonhatdsi rendszer ki-
alakulasat, amely az emlitett extra hidrogénhid kotésekkel egyitt jol értelmezi
az enzimfunkciohoz nélkilozhetetlen extrém stabilitast. Ugyanakkor kisérleti
bizonyitékok vannak arra nézve, hogy ez a stabil szerkezet bizonyos kdrnyezeti
hatdsokra meghatarozott konforméaciés valtozasokra is képes [5, 8, 16], tehat
segitségével a tranziens allapotok is értelmezheték.

aminosav kar &

2. dbra. A tRNS-ek L bet(ihoz hasonlé térbeli modellje. A kettds szala régidkat kialakité hidrogén-
hidakat a fehér keresztkotések, mig a tovabbi méasodlagos kdlcsdnhatasokat a feketék jeldlik

Fig. 2. The L-shaped spatial diagram of tRNAs. Unshaded crossbars indicate the hydrogen
bonds in double helical stems. Additional tertiary interactions are shown by black crossbars

A tere Il szerkezet hidrogénhid kotései zomében a tRNS-ek allando bazis-
alkotoi kozott jonnek létre, ami alatdmasztja a struktdra altalanos voltat. EIté-
réseket ett6l jobbara csak akkor talalunk, ba a bazisparosodas harom nukleoti-
dot érint. Az extra hidrogénhidak kialakitdsaban szamos minor bazis vesz részt,
ami részben értelmezi funkciojukat. Ezek a kotések csak részben a megszokott
Watson— CmcK-szerliek; kialakitdsukban sokszor a foszfatcsoportok is részt
vesznek [17]. A tere | éstere Il szerkezetek alapjan belathaté, hogy a tRNS-ek
allando alkotorészei a 3’ végén elhelyezkedd CCA szekvencia és az antikodon-
hurok hadrom bézisa kivételével zomében szerkezetstabilizalo funkcidokat tolte-
nek be és igy konzervativ régioknak tekinthet6k. (Megjegyzend6, hogy az emli-
tett kivételes régidok kulonleges funkciodi is nagyjabdl tisztdzottak.)



Ugyanakkor a tere 1l szerkezet kialakuldsaval a tere | szerkezet olyan
részei keriilnek szoros kapcsolatba, amelyek a tRNS szekvenciak valtozé éssze-
tétell régidiként ismeretesek. Nevezetesen ezek az extra-hurok, illetve a D-
hurok alfa és béta régidi. Az ezeket alkoté nukleotidbazisok kiilénleges tulaj-
donsaga, bogy dont6 tobbségik sem a hidrogénhid, sem pedig a bidroféb kotési
rendszerben nem vesz részt. Atomcsoportjaik tehat viszonylag szabadon allnak
és — a tRNS szekvenciak fliggvényében — specifikus kdlcsonhatasok kialaki-
tasara képesek, valdszinilileg hasonléan a 3’ végen levé CCA szekvenciat kovetd
4. nukleotidbazishoz, mint arra mar régebben utaltak [4]. Elképzelhetd tehat,
hogy a D-, a TWC-, illetve az extra-hurkok kdélcsénhatasaival specifikus
szubsztratkdtd és katalitikus hely alakult ki a tRNS-eken — hasonléan a fehér-
je-enzimekhez, ahol szintén tdvoli aminosavmaradékok kontaktusaval jon Iétre
az aktiv hely, amelyet mésodlagos kotések stabilizalnak. Ezeket az elméleti
megfontolasokat alatdmasztjak azok a kémiai szerkezeti vizsgalatok, amelyek
kitintetett kdlcsonhatasokra utalnak meghatarozott, kis polimerizaciés foku
oligoribonukleotidok és aminosavak kozott [1], illetve poliribonukleotidok
peptidkdtést kialakité hatasardol szamolnak be [21]. Mindent egybevetve bizo-
nyithaténak latszik Smithies egykori feltevése, miszerint az 6si tRNS-ek speci-
fikusan kothettek pl. aminosavakat és azok acilalasara is képesek voltak [18].

A 16S rRNS-ekre vonatkoz6 és részben emlitett ismereteink alapjan igy
a csupan RNS-ek kdzrem(kodésén alapuld, templat-dependens peptidszintézis
egykori létezése valoszinlsithet6. A tRNS-szer(i struktirdk kordbban &ssze-
foglalt enzimatikus funkcioi [13] kozil a Brewin altal leirt [2] és kés6bb
altalanositott replikdzfunkcié a mechanizmus tekintetében is redlisnak tlnik,
igy tehat a tRNS-ek valodi enzimekként viselkedhettek.

Az ismertetett stabilitasi és térszerkezeti tulajdonsadgok alapjan feltéte-
lezhet6 a tRNS-szerl struktirdk enzimatikus aktivitdsa. Ganti a chemoton
modell alapjan feltételezte, hogy a prebiotikus evolGcié soran kifejl6dé €16
rendszerek genetikai anyaga nem egy gigantikus nagysagl makromolekula,
hanem szamos kisebb tRNS-szerl struktira volt [6, 7]. Ezek az adott koril-
mények kozott spontdn képzédhettek és monomersorrendjiket utédrél utodra
orokithették. Funkcioikat tekintve egyarant bctdlthették a gén és az enzim
szerepét. Az enzim-RNS-ek esetében ez a miikddésbeli kett6sség egyértelmd,
azonban a roluk készult komplementer RNS-ek (4n. gén-RNS-elc) — funkcids
csoportjaik eltéré térbeli helyzete folytdn — nem rendelkeznek enzimaktivi-
tdssal, vagy legaldbbis ugyanazzal az enzimaktivitadssal, mint a megfeleld
enzim-RNS par. Viszont egyértelm(, hogy a gén-RNS-ekrél mindig késziilhet
enzimhatasu képia.

Ahhoz azonban, hogy a prebiotikus metabolizmus vazolt elvei megval6-
suljanak, feltétlenil sziilkséges, hogy az enzim-, illetve a gén-RNS-ek térszerke-
zete areplikacié idejére fellazuljon, majd pedig a folyamat befejeztével palindro-
mas intramolekuldris régidik révén visszanyerjék aktiv globularis konformacio-
jukat. Ezek szerint az RNS-ek prebiotikus kérilmények kézdtt ciklikus valto-
zasokon mennek keresztil, amit a 3. dbra szemléltet. A folyamat lényege az
enzim- és gén-RNS-ek stabil tercier szerkezetének idéleges megbontasa és maso-
l6dasra valé alkalmasséa tétele. A korabban elfogadott tRNS térszerkezet (pusz-
tan tere | szerkezet) a kettds szalu régidkat stabilizalé egyes hidrogénkotések
h6mozgas hatdsara torténd id6leges felbomlasa révén lehet6vé tenné, hogy a
kdzegben jelenlevdé polimerépit6 monomerek — mar viszonylag alacsony kon-
centracié esetén is —komplementer modon beépiljenek a szintetizalédé iker-
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3. dbra. A prebiotikus RNS-ciklus vazlata. V a lancépit6 monomereket, n pedig a polimerizacié
fokat jeloli. [V]* az a monomerkoncentracié, amelynél az enzim-RNS-ek globuléris szerkezete
felbomlik

Fig. 3. The scheme of the prebiotic RNA-cycle. V stands for the monomers and n is the degree
of polymerization. [V]* is a supra-critical concentration of monomers which affects the struc-
ture of globular RNA

lancba. igy a replikacio id6r6l idére folyamatosan véghemehet. Belathato azon-
ban, hogy ez a struktira szlintelen megbomlasanal fogva lehetetlenné tenné az
enzimfunkciot, az ehhez szikséges szerkezeti stabilitas hianyaban.

A tere |l szerkezet létezése — extrém stabilitdsanal fogva, amit a hidro-
lizissel szemben mutatott ellenalléképessége [14, 22] is bizonyit — eliminalja
a folytonos replikacid lehet6ségét. igy az enzim-RNS-eknek megfeleld id6 all
rendelkezésre a katalitikus mikodés szaméara. A tere Il szerkezet minden bi-
zonnyal csupan egy olyan kritikusnal magasabb monomerkoncentracié ([V]*)
esetén lazul fel, ahol reélissa valik annak a val6szin(isége, hogy a tere Il hidro-
génhidak statisztikus felbomlasa elegendé komplementer nukleotid beépiilését
eredményezi. Ennek kovetkeztében a molekulanak nagysagrendileg nagyobb
stabilitast biztosité hidroféb kdlcsonhatasi rendszer felbomlik és a méasodlagos
kotések lassi dezorganizacidjat kovetéen a tere | szerkezet marviszonylag gyor-
san despiralizalodik, ami a replikacié teljes végbemenetelét vonja maga utan.
(A folyamat hasonlé6 a DNS informacidatadasat megel6z6 szuperhélix-despira-
lizacidhoz, illetve az enzimfehérjék inaktivalédasat megel6z6 tercier szerkezet-
destrukcidhoz.) A keletkezett duplex RNS molekulak Gjbol funkcioképes egyes-
szallt, globularis formava valé alakulasat az intramolekularis palindroémas
szekvencidk teszik lehet6vé. Ezek kialakulasat és jelentGségét GANTI részlete-
sen targyalja [6, 7]. A replikacié szinkronizaltsdgat az anyagcserével a mono-
merkoncentraciéo gyors csokkenése és a kritikus érték ald valé kerilése biz-
tositja.

A tRNS-ek kilonleges térszerkezete aldatdmasztja a prebioldgiai evollcio
értelmezését az RNS-chemotonok alapjan, illetve a hasonlé felépités( polinuk-
leotidok lehetséges enzimaktivitasat fehérje-enzimek tavollétében. Egyben fel-
veti a replikacio és a szintézis fazisainak e szinten valo elkilonilését, valamint
ennek kdvetkeztében a metabolikus szinten torténd vezérlés és szinkronizacio
alapelveit is.

A nukleinsav-enzimek elméletének részletes kifejtése, illetve bizonyitasa
megkdveteli a tRNS-ek mellett a kiillonbdz6 rRNS-ek térszerkezetének pontos
feltarasat. Az el6zetes eredmények szerint a transzfer és riboszomalis RNS-ek
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strukturdalis szervez6dése alapvetéen azonos és egyben lehetévé teszi a kataliti-
kus mikddést. EIképzelhetd, hogy az em litett RN S-ekettekintve egy alapvet6en
6si eredetl vegytuletcsoport kiillonb6z6 alcsoportjaival van dolgunk — hason-
l6an a fehérje-enzimek egyes enzimosztalyaihoz. Ezeknek a vegyilleteknek az
evollcidja azonban rendkivil toredékesen ismert.
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INTERPRETATION OF POSSIBLE ENZYMATIC FUNCTION OF t-RNA-s
ON THE BASIS OF THEIR GENERAL THREE-DIMENSIONAL STRUCTURE

P. Koranyi
Rozmaring Agricultural Cooperative, ROTOX Pest Control Service, Budapest, Hungary

The possible enzymatic role of t-RNA-like molecules in the prebiotic metabolism is
well supported by the general three-dimensional structure of t-RNA-s. The L-shaped model
shows appropriate stability and can at the same time explain the transitional states. The
tertiary arrangement of t-RNA-like molecules enables them to bind substrates and act as
catalysts specifically. The opportunity of the periodic replication is also ensured under pre-
biotic conditions.

On the basis of the structural features of various kinds of RNAs it looks like realistic
that these RNAs are survival subgroups of the supposed ancient enzymatic RNAs.
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AZ ANYAI HATAS
BIOLOGIAI JELENTOSEGE
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Bevezetés

Senki sem lep6dik meg azon az allitdson, hogy az élévilagban az anyak
altalaban nagyobb szerepet vallalnak az utédok reprodukalasaban, nevelésében
mint az apak. A megfogant peték, majd az ivadékok gondozéasa tobbnyire a
néstényekre marad. Az anyasag szerepén a mindennapi gondolkodasunkban is
az ivadék- és az utédgondozast értjik. Az anydknak van azonban egy sokkal
6sibb, alapvet6 biologiai funkcidja is, amely ritkan keril széba. Az anya szer-
vezetében képz6dd petesejtek, peték citoplazméaja olyan anyagokat hordoz,
amelyek a magzat-kezdeményt egyrészt taplaljak, masrészt fejl6dését meghata-
rozzak. Ezen tul az anyai szervezetben fejl6d6 magzatokat szdmos olyan kdz-
vetlen és kdzvetett hatas is éri, amely nem hagyhaté figyelmen kivil a sziiletés
eldtti fejlédés értékelésekor. Mindezeket anyai, maternalis hatdsnak szokas ne-
vezni. A biolégidban a materndlis hatds értelmezése azonban — éppen &ssze-
tettsége miatt — elég ellentmondasos. Szerepik az emberi reprodukciéban is
jol ismert, de egészen mast jelent a genetikusok, a teratologusok, a gyermek-
gyogyaszok vagy a pszicholégusok szaméra. Eppen ezért érdemes megkisérelni
ezeket sorba venni, ésazonossagukat, illetve eltérésiiket meghatarozni. Marcsak
azért is, mivel a szakirodalom elég mostohan banik e témaval. Hazankban rész-
letesebben csak Gysrffy Barna [9] foglalkozott a nem-kromoszomalis 6roklé-
déssel és ezen belll az anyai hatéssal. E tanulmény az 6 munkajanak tovabb-
gondolasa és egyben életm(ive iranti tiszteletadas.

Az anyai hatas altalanos bioldgiai értelmezése
Az anya szerepér6l

Miel6tt a maternalis hatas lényegét és jelentéségét részletesen ismertet-
nénk, ismét utalunk az anyai szerep kézismertebb oldalara. A magasabbrend
novényekben anénemi virdg médosult leveleib6l szarmazé képz6dmények vé-
dik a magzatot, latjak el tApanyaggal amikor az fejlédésnek indul. Az allat-
vilaghan az ivadékgondozas alapjat azok a magatartasformak adjak, amelyek
az evollcidé folyaman jelentek meg. Csirdi mar a gy(risférgekben megfigyelhe-
t6k. Néhany pidcafaj nésténye taskaszerliiképz6dményt —kokont  fejleszt, és
ebbe helyezi petéit. A kokont magaval hordozza, majd az utédok kikelése elgtt
abba a cs6be dugja, amelyet el6z6leg a nedves iszapba furt. Az izeltlabtak koré-
ben az ivadékgondozasnak jol fejlett formait ismerhetjik fel. Néhany békafajra
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is sajatos ivadékgondozas a jellemz6. A dél-amerikai pipabéka néstényének hat-
b6rébe példaul belen6ének és ott fejlédnek a peték. A petékbdl kikel6 ebihalak
a hatb6rben képz6d6é valadékkal taplalkoznak. A hill6k legtobb faja csupéan
elrejti tojasait. A madarak és az emI6s6k kérében az ivadékgondozas altalano-
san elterjedt. Természetesen az anyai szerep és ennek biolégiai kévetkezményei
is részét képezik az altalanos materndalis hatasnak. A tovéabbiakban azonban
csak a maternalis hatads kozvetlen biol6giai részével foglalkozunk.

A maternalis effektus

A maternalis effektus Iényegét akkor érthetjuk meg, ha tudjuk, hogy a
petesejt sokkal nagyobb, mint a spermium. Az ember esetében tobb mint két-
szazezerszer! A petesejtekbe, a peték citoplazmajaba az oogenezis soran keriilnek
be olyan anyagok, amelyek a magzat fejl6désére hatadst gyakorolnak. A sper-
mium lényegében csak az apai eredetl haploid kromoszéma-szerelvényt és a
centriolumot, a sejtkézpontot hordozza, azt a sejtszervecskét, amely a sejt-
osztodasok lefolyasat biztositja. A két sejt fazidjaval alakul ki a zigdta, amely
mar a fajra jellemzé diploid kromoszéma-szerelvényt (2n) hordozza. A magzat,
az Uj élélény kialakuldsa a zigota osztédasaval veszi kezdetét. (E munkaban a
magzat megnevezést, mint altalanos fogalmat hasznaljuk, amely magéaba fog-
lalja a zigotat, az embridt és a foetust.) Természetes, hogy az olyan él6lények-
ben, amelyekben az utéd az anya szervezetében (pl. a méhlepényesek) vagy
azzal szoros kapcsolatban (pl. kenguru) fejlédik, az anya szervezete taplalja a
magzatot, nem a petében raktarozott szikanyag. Ugyanakkor arra is lehet6ség
nyilik, hogy az anyai szervezet az utdd fejl6désének késébbi szakaszait is befo-
lyasolja.

Vajon milyen szerepe lehet a petesejt citoplazméjaban raktarozott anya-
goknak? Milyen természetliek ezek a molekulak? Meddig és hogyan hatarozzak
meg az utod fejlédését? Ezekkel a kérdésekkel kivanunk foglalkozni a tovab-
biakban.

A pete citoplazmdajaban raktarozott anyagok szerepét viszonylag egyszeri
tanulmanyozni olyan esetekben, amikor az utdéd fejlédése az anya szerveze-
tén kival folyik (pl. a férgek, rovarok, halak, kétéltliek esetében). llyenkor az
anyai hatds csak a pete citoplazmaéajaban tarolt anyagok jelenlétén mulik.
Bonyolultabb a helyzet az olyan esetekben, amikor az anya szervezetével szoros
kapcsolatban fejlédik az utdéd. Ugy tiinik, hogy ilyenkor a petesejt citoplazma-
janak allomanya csak a magzat fejl6désének legkorabbi szakaszaiban jatszik
szerepet. Nem elddntdtt kérdés, hogy a magzat késébbi fejl6dését mennyire ha-
tdrozza meg az anya szervezete, mennyire az utéd sajat genetikai allomanya,
vagy esetleg a kdrnyezeti tényez6k. Az azonban biztos, hogy a magzat fejl6dése
e harom tényez6 6sszhangjan mulik. A petesejt citoplazmdjanak a magzat fejlg-
désére gyakorolt szerepét morfologiai, mikrosebészeti, genetikai és biokémiai
modszerekkel tanulmanyozhatjuk.

A morfolégiai megkdzelités
Az egyik zsakallat faj (Cynthia partita) petéjéneklcitoplazmaja szines

zénakra kilénul. A megtermékenyitést kdvetd sejtosztédasok soran a szines
citoplazma régiok a magzat-sejtek citoplazmajaba épililnek be és meghatarozzak
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e sejtek tovabbi sorsat. A sodtétsarga citoplazmat magukba foglalé sejtekbdl a
larva farki izomzata fejlédik. A vilagossargab6l a masodlagos testiireg mezé6-
derméaja, a vilagos sziirkébdl az idegrendszer kezdeménye, az opal sziirkébdl az
entoderma, a petesejt attetsz6 citoplazma régiéjabdl pedig az ektoderma kez-
deménye alakul ki. A Cynthia petéje tehat mozaikszer(: a petesejt citoplazma-
jaban lokalizalt anyagok hatarozzak meg a magzat f6bb szdveteinek kialakula-
sat [6].

Mikrosebészet és transzplantacio

A magzat fejl6désének mozaik tipusi meghatarozottsdgara (determina-
ci6jara) tovabbi szép példat lathatunk egy gydr(sféreg, a Tubifex rivolorum
esetében. A peték bizonyos részét ultraibolya sugar keskeny nyalabjaval be-
sugarozva meghatarozott részek és azok anyagai (pl. nukleinsavak, fehérjék) el-
roncsolhatok. A besugarzott petékb6l rendellenes magzatok fejlédtek, ame-
lyeknek bizonyos testtdja, szovettipusa hidnyzott. A kiilénb6z6 helyen besugar-
zott petékbdl szarmazo6 rendellenes magzatok vizsgalataval meg lehetett alla-
pitani, hogy a pete citoplazméajanak mely részéhez a magzat testének mely taja
rendelhetd. Igy végill is dssze lehetett allitani egy mozaikszer(i elrendez6dés
pontos tervrajzat, az un. sorstérképet [6].

A csiraplazma anyai meghatarozottsaga

Nagyon meggy6z6en mutatjak a kdvetkez6kben emlitend6 példak, hogy
milyen fontos szerepet jatszik az anya szervezete az utédok ivasejtképz6désé-
ben, ezért a csiraplazma szerepével kiillon fejezetben foglalkozunk.

A sima karmos béka (Xenopus laevis) peték citoplazmajanak bizonyos
régidjaban rogos szemcsék figyelhet6k meg [6]. A citoplazmanak ezt a részét
nevezik csiraplazméanak. A csiraplazma sorsat a magzati fejl6dés folyaman mik-
roszképpal nyomon lehet kdvetni. A gasztrulacio kezdetére (amikor az embriét
sok szaz sejt alkotja) a csiraplazma 5—15 sejtbe épil be. Ebb&l a néhéany sejtbhél
szarmazik a béka valamennyi ivarsejtje. Ha valamelyik petéb6l a csiraplazmat
kiszivjak (tivegkapillarissal), akkor ebb6l a petéb6l terméketlen, steril béka fej-
I6dik. A karmos béka példaja azt mutatja, hogy az anya szervezete a pete kép-
z6dése, az oogenezis soran épiti be a citoplazmaba azokat a részecskéket (a
csiraplazmat), amelyek az utdd majdani ivarsejt képz6édéséhez, végeredmény-
ben a faj fennmaradasdhoz sziikségesek.

A genetikusok kedvelt kisérleti alanyéanak, az ecetmuslicAnak (Drosophi-
la melanogaster) a petéjében is — a karmos békahoz hasonléan — megfigyelhetd
a csiraplazma. Miel6tt azonban a csiraplazma szerepét ismertetnék, tekintsik
at a muslica-embriogenezis els6é lépéseit. A 0,42 mm hosszl és 0,15 mm széles
petét abban a pillanatban termékenyiti meg a néstényben raktadrozott spermiu-
mok kozil egy, amikor az anéstényt elhagyja. Az anyai és az apai eredetli mag-
vak réviddel ezutan egyesilnek. Az igy létrejott, diploid kromoszéma-szerelvé-
ny(d mag tobbszdr osztédik anélkil, hogy kdzben sejtek képz6dnének. Az 0szt6-
dasok folyaman a magvak a pete kérgi része felé haladnak sugariranyban, majd
ott is osztédnak. Végil — mar a kérgi részben — a magvak koril sejthartya
képzd8dik és ezaltal az anyai eredetl citoplazmanak a pete kérgébe es6 része e
sejtekbe keril. Harom o6ra alatt kb. 5600 sejt képzddik: kialakul a blasztoder-
ma (hélyagcsira). Azok a magvak, amelyek a petének azon a részén haladnak at,
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1. dbra. | Ilmensee kisérletének séméja
Fig. 1. Schema of I 1Imensee’s experiment



amely a csiraplazmat tartalmazza, kiiléndsen viselkednek. Ezek ugyanis nem
maradnak meg a pete kérgi részében, hanem lef(iz6dnek és bel§lik 10—25 sarki
sejt alakul ki. A sarki sejtekbdl szarmazik a muslica valamennyi ivarsejtje. igy
érthetd, hogy az olyan petékbdl, amelyek citoplazmaéajanak csiraplazmat tartal-
maz6 részét ultraibolya sugarzassal karositjak, steril utédok képz6dnek. Ez a
megfigyelés arra utal, bogy a muslica petéjében levd csiraplazma sziikséges ah-
hoz, hogy a petébdl kifejl6dé muslicanak ivarsejtjei képz6djenek, tehat termé-
keny legyen.

A csiraplazma meghstaroz6 szerepét ragyogoédan bizonyitjdk I11mensee
[11] kisérletei (I. &bra). A donor petébdl vékony Uvegcsdvel kiszivta a sarki
plazmat, és az (in. gazda-pete citoplazméajanak olyan helyére transzplantalta,
ahol kilénben nincs csiraplazma. A gazda-pete ,,ebony”, fekete szin{ szil6kt8l
szarmazott. A betltetett csiraplazman athaladé magvakbdél ugyanigy sarki sej-
tek képz6dtek mint azokbdl, amelyek az ,,ebony” pete sajat csiraplazmajan
haladtak at. I111mensee azt is bebizonyitotta, hogy a belltetett csiraplazma
hatdsara képz6dott sejtek funkcioképes Gsivarsejtek. A szokatlan helyen kép-
z6dott sejteket sarga szind (yellow) szil6kt6l szarmazo blasztoderma sarki sejt-
jei kozé transzplantdlta. Ebb&l a blasztodermabdl olyan sarga szin{ muslica
szarmazott, amely a sajat ivarsejtjei mellett olyanokat is tartalmazott, ame-
lyek az ,,ebony” sarki sejtekb6l képzddtek. Ez a kdvetkezd keresztezéshdl
derilt ki. 1timensee a sarga muslicat feketével paroztatta. A sarga X fekete
keresztezésh6lrendesen csupasziirkésbarna szin( utéd szarmazik (2. abra). Most

A szulék
testszine Sdrga Fekete
Szuléi Sarga ¢ Fekete Fekete
ivarsejtek I
)
|
Az utddok o t
testszine Szirkésbarna Fekete

2. &bra. A csiraplazma ivarsejt-képz6dést meghatarozd szerepe
Fig. 2. Role of the germ plasm determining the development of gametogenesis

azonban az utédok kozott a szlrkésbarnak mellett feketék is megjelentek. Ez
csak gy lehetséges, hogy asarga szin{i gazda-muslica ,,sarga” ivarsejtjei mellett
.feketék” is képz6dtek. A szokatlan helyen képz6ddtt , ebony” sejt transz-
plantacidja tehat sikeres volt, és ez a sejt, mint 6sivarsejt funkcionalt. Osszes-
ségében I11mensee kisérletének eredményei meggy6z6en bizonyitjak, hogy az
ivarsejtek képz6déséért az a csiraplazma felel6s, amely az anya szervezetében
képzd6dik, és amely a pete képz6dése sordn keril a citoplazmaéba.

A genetikai ,,boncolas”

A pete citoplazmajanak szintézise érthetéen kizarélag az anya szervezeté-
nek szabalyozasa alatt all. A peteképzd&dést ugyanis csakis az anyai gének hata-
rozzak meg és igy a pete molekuldinak szintézise, felhalmozddasa és elrendez6-
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dése a citoplazmaban kizardlag az anya szervezetét6l és dént6en annak geno-
tipusatol figg. Megeshet, hogy e gének kdzdétt mutansok is vannak, tehat hiba-
san vagy esetleg nem is mikddnek. llyenkor az anya szervezete nem megfelel§-
en ,tolti fel” a petesejt citoplazmajat. A hidnyosan vagy hibéasan feltoltott pe-
tékbdl vagy egyaltalan nem, vagy rendellenes utédok szarmaznak. A fejlédési
tipusatél és a mutdciok specialis csoportjat képviselik. Az (n. anyai hatasu
mutaciok csakis a peteképz6dés rendellenessége révén érvényesitik hatasukat
az utédokban. Az anyai hatdsi mutaciékat homozigdéta formaban hordozé
néstények reprodukcidban résztvevd szerveiben semmilyen rendellenesség nem
mutathatd ki, viszont utddaik vagy nincsenek, vagy rendellenesek.

Az esetmuslicanak nagyon sok anyai hatdsG mutacidjat ismerjik. Ezek
kozé tartozik az 4n. gs (grandchildless, ,,unokatlan”) mutacié, amely abnormalis
csiraplazma képzd&déssel kapcsolatos [7]. A csiraplazma — mint lattuk — az &s-
ivarsejtek képz6dését hatdrozza meg. Ags/gs homozigota n6stényeknek vannak
petéi, és ezek meg is termékenyit6dnek, bel6lik utédok fejlédnek. Minthogy a
peték csiraplazméaja abnormalis, a gsjgs n6stények utédainak nem képz6dnek
ivarsejtjeik, sterilek. Ezért unokatlanok a gs/gs n6stények. Az ember esetében
ilyen mutaciét még nem észleltek.

Az anyai hatdsti mutaciok tanulméanyozasa tovabbi hasznos ismereteket
is eredményezhet. Tisztazhaté pl., hogy az utéd fejlédésének milyen lépését
hatdrozzak meg az anya szervezetében szintetizal6do és a pete-citoplazmajaban
lerakod6 anyagok. igy pl. bic (bicaudal, ,kétfarkG”) mutdciéra homozigdta
ecetmuslica néstények petéib6l szarmazé magzatoknak a feji végik helyén is
farki vég képz6dik (és emiatt természetesen elpusztulnak). A bic mutacio léte
azt jelezheti, hogy amagzat,polaritasat” is az anyai gének hatarozzak meg [17].
A mat(3)l mutaciéra homozigota anyaktol pedig olyan peték szarmaznak,
amelyekben csak @sivarsejtek képzdédnek. Ezek a sejtek funkcidképesek is,
amint azt sejtatiiltetéssel bizonyitottak [23]. Ugyanakkor a pete kérgi részében
levé magvak koril sejthartya nem alakul ki. A mat(3)1 mutacié megléte alapjan
feltételezhetd, hogy a blasztoderma kialakulasa (tehat sejthartya képzdédése a
magvak koral) is anyai hatasd gének szabalyozasa alatt all [23]. Az ecetmusli-
canak szamos tovabbi anyai hatadst mutacidjat is ismerjik, ezek kézil néhany-
ra a kés6bbiekben még visszatériink.

Egy mocsari csigafaj (Limnaea peregra) egyik mutansanak vizsgalata
soran derilt arra fény, hogy a csigahaz tekeredési irdnyat is anyai hatadsok hata-
rozzdk meg [8], a csiga belsd szervei a kés6bbiekben pedig a haz tekeredési ira-
nyanak megfeleléen rendez6dnek el. Amint azt a 3. abra mutatja, a d mutaciéra
homozigéta d/d, jobbra tekeredé hazu anya utdédainak is jobbra tekeredik a
haza, még akkor is, ha az apa DjD, balra tekered6 hazu, pedig az generacio
utédai d/D genotipustak. D viszont genetikailag dominans a d-vel szemben,
tehat minden d/D utdéd hazanak balra kellene tekerednie. A d/D X d/D csigak
keresztezésébdl az F 2 generaciéban csupa balra tekeredd hazu utéd szarmazik
(3. abra), annak ellenére, hogy az utédok 1/4-e d/d genotipusu. A jobbra tekere-
dé hazl csigak csupan a harmadik (F3) generaciéban jelennek meg. A csigahaz
tekeredési irdnyanak orokl6désmenete latszolag tehat nem koveti a Mendel-
szabalyokat. De csak latszélag nem, mert a jelleg egy generacioval késébb a
MENDEL-szabalyoknak megfelelen jelenik meg. A D/D anya X d/d apa csigak
keresztezésébdl pedig csupa balra tekered6 hazu utdéd szarmazik az els6 (Fx)
generacidéban is. Ez pontosan forditottja az el6bb targyalt esetnek, amikor az
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3. &bra. Az anyai hatads szerepe a Limnaea peregra csigahdz tekeredési iranyanak létrejottében
Fig. 3. Maternal factors in the inheritance of Limnaea peregra

anya volt d/d. Az anyai hatast tehat az jelzi, hogy a reciprok keresztezések ered-
ménye a ndsténytdl fligg. Citologiai vizsgalatok azt mutatt 4k, hogy a d/d anya-
tol szarmaz6 zigo6ta els6 sejtosztodasanak iranya ellentétes azokéval, amelyek
d/D vagy D/D anyéaktdl szarmaznak. Ez azt jelenti, hogy a pete képz6dése soran
valamikor az anyai szervezet olyan anyagot helyez el a pete citoplazmajaban,
amely meghatarozza a zig6ta elsé osztédasanak az iranyat és ez fiiggetlen a zig6-
ta sajat genotipusatol. Az anyai hatas miatt tehat csak egy generacioval kés6bb
ismerjiuk fel a genotipust. Ha a petesejtek kdzvetlen vizsgalata alapjan eldént-
hetnénk azok genotipusat, akkor még vildgosabba valna, hogy az anyai hatasu
mutaciok is a MENDEL-szabalyoknak megfelel6en 6réklédnek.

Az anyai hatasra tehat akkor kell felfigyelniink, amikor valamely artalom
vagy jelleg létrejottét nem az utéd, hanem az anya genotipusa hatarozza meg.
Lényegében tehat egy-egy anyai hatdsi mutacié egy-egy olyan eseményre derit
fényt, amely az anya szervezetében a peteképzddéskor jatszédik le, és amely
kihat az utod fejlédésére. Sok anyai hatasd mutacié tanulmanyozasaval elvileg
az anyai hatads részeire bonathatdé. Ezt a megkdzelitést szokas ,,genetikai bon-
coladsnak” nevezni.
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Biokémiai megkozelités

A maternalis effektus megismerése utan természetesen felmeril a kérdés:
mit tudunk azoknak a citoplazmatikus tényezéknek a mibenlétérél, amelyek
a magzati fejl6dést befolyasoljak? Az ecetmuslica egyes anyai hatasi mutacioi
arra vezethet6k vissza, hogy a petébe bizonyos molekuldk nem kerilnek be.
Emiatt az utédok fejlédésik egy adott pontjan vagy elpusztulnak, vagy rend-
ellenes irdnyba kényszerilnek [6]. Az Gn. rudimentary mutaciora homozigota
r/ir ngstényt6l szarmazé magzatok elpusztulnak. Ha viszont a petébe vadtipusu
(r+) pete citoplazméajat vagy pirimidin molekuldkat injektalnak, a magzatok
nem pusztulnak el, hanem életképes muslicakka fejlédnek. Ebb6Il kovetkezGen

18



az r/r néstények nem képesek petéikbe pirimidin molekulakat helyezni és ez
okozza a magzatok pusztulasat. Erdekes, hogy ha az r/r néstények vadtipusu
(r+) himekkel parzanak, a magzatok egy része — nemiuktdl figgéen — nem
pusztul el. A megtermékenyités utan a heterozig6ta r/r+ ndstény-magzatok
ugyanis képesek a pirimidin molekuladk szintézisére. (Ezt az apai eredeti X kro-
moszoéma r+ génje teszi lehetévé.) A néstényekkel ellentétben a him magzatok
elpusztulnak. Ez érthetd, mivel 6k az apa Y kromoszémajat oroklik és azon r+
gén nincs. Ezért nem szarmazik him utéd az r/r X r+/Y keresztezéshdl.

A mai (maroonlike) anyai hatast mutacio esetében a helyzet nem ennyire
tragikus [15]. A mal/mal homozigéta néstényektél szarmazo petékb6l hianyzik

4. &bra. Az Gn. maroonlike (ma]) anyai hatdsi mutacié megnyilvanulasa
Fig. 4. Phenotypic manifestation of the so-called maroonlike (mal) maternal mutation
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egy ez idaig ismeretlen faktor, amely harom enzim (aldehid-oxidaz, xantin-
dehidrogendaz, piridoxal-oxidaz) mikodéséhez sziikséges. A malimat néstények-
b6l szdrmaz6 utddok szemének szine az enzimdefektus kdvetkeztében barnés-
bibor szinl, ba az apa mal/Y. Ha az apa vadtipusd mal+/Y, akkor a maljmai

néstény utédok szeme téglapiros szinl, vadtipust lesz. Az apai eredetli mal+
gén jelenléte ugyanis lehet6vé teszi a harom enzim m(ikédéséhez szikséges fak-
tor képz6dését és igy a normalis szemszin kialakulasat (4 A. abra). Minthogy a
him utédokba Y kromoszéma keriil, benniik a mal+ gén altal termelt faktor
nem képz6dhet, és igy a szemik barnas-bibor szin(i lesz (4 A. dbra). A maljmal

néstényekt6l szarmazo valamennyi utdéd szeme téglapiros, még akkor is, ba az
apa mal/Y (4B. abra). Ez azért lehetséges, mert a mallmal+ ndstény petéjébe
mal+ faktor keriilhet, ami a normalis szemszin kialakuldsdhoz sziikséges. A mai
mutacié anyai hatdsat, anyai tipust 6roklédését a mal/mal+Xmal/Y reciprok
keresztezésbdl szarmaz6 utédok szemszine jelzi. A 4C. és D abran 6sszehasonli-
tasul a w (white), fehér szemszint okozd, nem anyai hatdsd mutacié oroklédését
is bemutatjuk. A w mutacio 6rékl6désekor a MENDEL-szabalyok tisztan érvé-
nyesiilnek, mivel a fehér szemszin kifejez6dése csak az utéd genotipusatol fiigg.

Az el6z8ekben anyai hatast mutaciokkal foglalkoztunk (gs, mai, d stb.),
amelyek tehat valamelyik anyai kromoszdmahoz kotdtt gén hibas mikddésére
vezetheték vissza. A gs, mai, d stbh. mutadciok manifesztalédasaban azonban a
himeknek is szerepe van. Az anyai hatdst mutaté homozig6ta néstények (pl.
gs/gs) ugyanis csakis a heterozig6ta: Gn. mutans gén-hordoz6 (gs/gs+) nésté-
nyek és mutdns gént hordozé (gs/gs+) himek péarzasabol johetnek létre.

A tovabbiakban az anyai hatas olyan példait fogjuk attekinteni, amelye-
ket nem a kromoszémakhoz kotdtt gének hatdroznak meg. Ezeknek a jellegek-
nek az atordkitésben a himek kromoszémainak semmilyen kdzvetlen szerepe
nincs. Kdzvetve is csak annyi, hogy lehetévé teszik az Gj generacio létrejottét
és ezaltal az anyai eredet( citoplazmahoz kotott jellegek fennmaradasat, illetve
megnyilvanulasat.

Az extrakromoszomalis tényez6k szerepe

A korabbiakban emlitett példakban az anyai hatds mediatorai viszonylag
kis molekuldk (pl. a pirimidinek, amint azt az ecetmuslica rudimentary mutansa
jelzi) és enzimek kofaktorai (a rnaroonlike mutaciék esetében) voltak. Az anyai
hatasért azonban felelgssé tehet6k olyan driasmolekuldk is, mint a mitokond-
rium és a kloroplasztisz DNS-e, s6t virusok és baktériumok is.

A citoplazmahan levé mitokondriumoknak és kloroplasztiszoknak sajat
DNS-iuk és fehérjeszintetizalé rendszerik van. Sokan Ggy gondoljak, hogy ezek
a sejtszervecskék olyan egyszerl baktériumok maradvanyai lehetnek, amelyek
valaha endoszimbozisban éltek a mar valddi sejtmaggal rendelkezd él§lények-
kel. Az évmilliok folyaman a gazdasejtekkel azonban erds fliggéshe keriltek,
és ezért onallo életre tobbé mar nem képesek.

A mitokondriumban lev6 Icromoszomacskdk annyi DNS-t tartalmaznak,
amennyi csak néhany gén kodolasara elegend6. A zold szintestek, a kloroplasz-
tiszok kromoszémaja nagyobb. Az utédok mitokondriumai és kloroplasztiszai
dontéen anyai eredetliek, mivel a pete citoplazmaja orokiti at 6ket generacidrol
generaciora. A spermium kézépdarabjanak mitokondrium hivelye is bekeril a
magzatba. Mégis a mitokondrium- és a kloroplasztisz-kromoszémakhoz k&tott
jellegek oroklédése els6sorban anyai hatast mutat.
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A mitokondrium DNS-ében indukalt mutdciok kévetkeztében a mito-
kondriumok funkcidja, a sejtlégzés karosodik. A mitokondrium DNS-ében
mutaciot hordoz6 egyedek ezért lassan névekednek. Az ilyen tipusi mutacidk
kézil a Neurospora crassa témlds gombafaj an. ,,poky”, és az éleszt6 un. ,,petite”
mutacioéi a legismertebbek [8].

Az anyai hatasra a mez6gazdasagi gyakorlatbol is emlithetiink példéakat.
A kukorica Gn. citoplazmatikus himsterilitasa ugyanis a mitokondriumok hiba-
jara vezethetd vissza. llyenkor az érintett névényeknek nem képzdédik virag-
pora, ezért him virdgjaik sterilek. A citoplazmatikus sterilitds a néviragok funk-
cidjat nem befolyasolja. A him-steril kukoricak hasznalataval a munkaigényes
cimerezés feleslegessé valik. A kukorica cimerezésére (a him viragok eltavolita-
sara) a hibridek el6allitasakor van sziikség. llyenkor egy A fajta virdgporanak
kell megtermékenyiteni a B fajta néviragait. A B ndéviragokat B virdgpor nem
termékenyitheti meg, ezért azokat el kell tdvolitani (cimerezés), vagy him -steril
B fajtat kell hasznalni. A B fajta kukorica csoveib6l fejlédé hibrid ndvények is
sterilek, hiszen a B citoplazmat és ennek mitokondriumait 6rékolték. Ebbdl egy
tovabbi elény is adédik. A hibridek igy aviragpor képzéséhez sziikséges jelentds
mennyiségl energiat is a szemek képzésére fordithatjak. (A kukorica him -steri-
litAsdnak mas, nem citoplazmatikus 6rékl6dési lehet6ségei is vannak.)

Nagyon latvanyos a kloroplasztisz kromoszomakhoz kotott jellegek 6rok-
I6dése. Egy példat ezért részletesebben is ismertetink [8]. A mindenki altal is-
mert disznovény, a csodatdlcsér (Mirabilis jalapa) hajtasainak némelyikén a
levelek zdldek, masokon foltosak; a zold levelek mellett olyanok is képzédnek,
amelyek szine a sziirkészoldt6l a fehérig terjed (Gn. variegdlt mintazat). Néhany
hajtdson a levelek halvanysziirkék. Ez utébbi levelek kloroplasztiszai és pig-
mentjei is abnormalisak. Benniik nem is folyik fotoszintézis. Ezeket a hajtaso-
kat a novény zdldlevell részei taplaljak. A pigmentaltsag orokl6dését nyomon
kovetve kideril, hogy az utéd ndovénykék leveleinek szine annak a hajtdsnak a
szinét kdveti, amelyen az anya-virag képzédott (I.tablazat). A szirke hajtason
fejl6d6é ndi viragbhol szarmazé ndvényke minden levele sziirke. Akkor is, ha a
virdgot olyan viragpor termékenyitette meg, amely z6ld agon fejl6dé viraghol
szarmazott. A szirke hajtason a kloroplasztisz struktira és pigmentacié nem

|. tablazat

A csodatblcsér variegalt mintazatanak orokl6dése
Table 1. Inheritance of the variegated pattern of Mirabilis Jalapa
A levelek szine a

HiM és a NOI
viragot hordé agakon

Az utédnovénykék
leveleinek szine

zéld z6ld

z6ld szirke sziirke
variegalt z6ld, szirke, variegalt
zold z6ld

sziirke szirke sziirke
variegéalt z6ld, sziirke, variegalt
zold z0ld

variegalt sziirke szirke
variegéalt z6ld, sziirke, variegalt
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alakulhat ki. Minthogy a magzatokba az anyai, mutans DNS-( kloroplasztiszok
keriilnek, és mert a viragpor sem kloroplasztiszt, sem kloroplasztisz-DNS-t nem
tartalmaz, varhatd, hogy az utéd ndvényke minden kloroplasztisza mutans
tipusu lesz és ezért sziirke levelei képz6dnek. Ezek andvénykék nagyon fiatalon
elpusztulnak. Ha a ndéi virag variegalt level( agon képz6dik, az utédnévényke
leveleinek szine annak megfelelen alakul, hogy a magzat-zsakba milyen kloro-
plasztiszok keriilnek. Ennek megfelel6en az utédok leveleinek szine haromféle
lehet (lasd I. tablazat). A variegalt level(iséggel mindennapi életiinkben is talal-
kozunk. Kedvelt disznévényeink, mint pl. az ampolnavirag (Zebrina pendula), a
Sansevieria sthb. kdzott sok a tarka leveld.

Az anya olykorvirusokkal fert6z6dik [6]. A virusok a pete citoplazmajaba
is bekerilhetnek. Ennek kiillonb6z6 kovetkezményei lehetnek. Ha pl. a muslicak
szigma DNS virussal fert6z6dnek és széndioxiddal altatjak 6ket, akkor meg-
bénulnak és végul elpusztulnak. A nem fert6zott muslicak a széndioxidos alta-
tds utdan 1—2 percen belil felélednek. Amikor C02érzékeny néstényeket C 02
rezisztens himekkel kereszteznek, minden utéd CO02érzékeny lesz. A forditott
(reciprok) keresztezésh6l szarmazd utédok viszont COa-rezisztensek. Azt is
bebizonyitottdk, hogy a C02-érzékenység a kromoszémaktol fuggetlenil 6rok-
I6dik és a pete citoplazmajaba keriil6 virusok okozzak. A CO02érzékenység
O0roklédése ezért mutat anyai hatast.

Sok muslica faj néstényeiben Spirochaeta baktériumok élnek endoszimbio-
zisban. Néha a baktériumok a pete citoplazmajaba is bekeriilnek. A fert6zott
peték kozil csak azokbdl szarmazik utéd, amelyeket X kromoszomat hordozo
spermium termékenyit meg. Az Y kromoszémat hordozé him embriok elpusz-
tulnak. A Spirochaeta baktériummal fert6zo6tt néstényeknek ezért csak néstény
utédaik lehetnek. LeglUjabban kimutattdk, hogy a him magzatok pusztulasaért
nem abaktérium, hanem azok a DNS fagok tehet6k felel6ssé, amelyekkel a bak-
térium fert6zott. Egyik esetben sem ismeretes viszont, hogy a virusok miként
okozzak az utédok halélat.

A pete riboszomainak eredete

Az anya szervezete a petéket riboszdmakkal is ellatja. Az anyai eredet(
riboszomakon folyik a fehérjeszintézis a magzat fejl6désének kezdetén is. Az
anyai eredetd riboszémak jelenlétét és szerepét ragyogdan bizonyitja a karmos
béka 0-nu (zero nucleolus) mutansa [8]. Az 0-nu mutdciéra homozigota
(O-nu/O-nu) utédok sejtmagjaiban nincs sejtmagvacska. Ezekben az egyedek-
ben nem képz6dnek riboszomak, és igy nem is jatszédhat le sejtjeikben a fe-
hérje molekuldk szintézise. Mégis, a 0-nu/0-nu+ X 0-nu/0-nu+ hordoz6 szilék
keresztezéséh6l szarmazé O-nu/O-nuutédok élnek néhany napot, és mint fiatal
ebihalak pusztulnak el. Sejtjeikb6l ugyanis hamarosan elfogynak az anyai
eredet(i riboszéméak. Rovidke ¢életiket azok a riboszémak teszik lehetévé,
amelyek az 0-nu/0O-nu+ anya szervezetében képz6dtek és rakddtak le a pete
citoplazmajaban az oogenezis folyaman. Egy masik kisérlet eredményei is ala-
tAmasztjak az anyai eredet( riboszdmak jelenlétét a petesejtek citoplazmaja-
ban. Amikor a karmos béka meg nem termékenyitett petesejtjébe a hazinyul-
nak azokat a hirviv6-RNS molekulditinjektaltak, amelyek a hemoglobin szin-
tézisét kodoljak, a petesejt nyalhemoglobin molekuldkat kezdett szintetizalni,
és azt tobb mint két héten at folytatta.
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A petesejt citoplazma komponensei kozil egyel6re még csak néhanynak
ismerjik a szerepét. Nem tudjuk pl., hogy milyen természetli az az anyag, amely
a csigahaz tekeredési iranyat megszabja. Mégis, ismereteink jelenlegi szintjén is
bizonyosnak latszik, hogy az anyai szervezet a petesejt citoplazmaja révén meg-
hatdrozza a magzati fejl6dés kezdeti szakaszat.

A sejtmag-transzplantacids kisérletek igazoltak, hogy a petesejt citoplaz-
majaban génm(kddést szabalyoz6 anyagok is vannak. Az éréshen lev6 petesejtbe
mas szovetek (ham, ideg stb.) sejtjeib6l atiiltetett magvak sohasem osztédnak
és DNS-t sem szintetizalnak. Csupan az RNS szintézis igazolhaté. Az érett, de
meg nem termékenyitett petébe transzplantalt sejtmagvakban ezzel szemben
csak DNS-szintézis folyik. Ezek a sejtek osztédasnak is indulnak: el6bb emb-
riok, majd kifejlett, ép béka-ivadékok szarmaznak bel6lik. A kisérletek ered-
ményei azt mutatjak, hogy a pete citoplazmajaban az érés utols6 fazisaban
olyan anyagok jelennek meg, amelyek az RNS szintézisét leallitjak, viszont
DNS szintézist és a sejtosztodasokat idéznek el§. A sejtosztédasok akkor is el-
kezdddnek, ha az érett pete magjat eltavolitjak (enuklealt pete). igy néhany
szaz --- sejtmag nélkili — ,sejtbdé1” all6 képz6dmény alakul ki. Ez alatt az
anyagcsere folyamatokat, a fehérjék szintézisét a pete citoplazmajaban rak-
tarozott anyagok iranyitjak. Ugy tiinik, mintha a magzat fejl6désének kezdeti
szakasza kizarolag csak az anyai hatdson mulnék.

Ha az enukledlt érett petébe kifejlett béka idegsejtjének sejtmagjat tlte-
tik, akkor a kés6bhiekben érdekes valtozasok figyelhet6k meg. A transzplan-
tdcio utan a sejtmag kb. dtvenszeresére duzzad, mikdzben a citoplazmabdl fe-
hérjemolekuldk aramlanak belé. A sejtmag az idegsejtre jellemz§ tevékenységét
besziinteti, és a magzati sejteknek megfeleld fehérjeszintézist kezd folytatni.
Végeredményben ebb6l a petéb6l normalis béka fejlédik ki. A fent leirt meg-
figyelések azt jelzik, hogy a petesejt citoplazmajaban olyan faktorok is vannak,
amelyek a sejtmag és ezen belul a gének aktivitdsat is meghatarozzak. Sajnos
az anyai ,lzenetek” aktivalodasahoz sziikséges tényez8&t nem ismerjik. Csupan
feltételezésekre szoritkozhatunk. Az anyai informacidkat tartalmazé hirvivé-
RNS molekuldkat fehérjék védik. A megtermékenyiléskor, partenogenetikus
aktivalédaskor (szliznemzéskor) és a kisérleti beavatkozasokkor ezek a védé
fehérje molekuldk elemészt6dnek. Ezért allhat az anyai informaci6 a magza-
tok rendelkezésére, ésigy valik lehetdvé az anyai lizenet alapjan torténd fehérje-
szintézis.

Fontos kérdés, hogy meddig hatnak az anyai informaciok a magzati fej-
I16dés soran. Az anyai eredetl riboszoémak altalaban a gasztrulacidig latjak el
feladatukat [6]. Ez a helyzet atiiskésb&ri embridkban is. A gasztrulacié folya-
man jelennek meg sejtjeikben a sajat riboszomak. Az anyai eredeti ribosz6-
méak azonban — csOkkend részesedéssel — ezt kovetSen is részt vesznek
a fehérjeszintézisben. A sejtosztédasok soran az anyai eredetii riboszo6mak egy-
re inkabb ,kihigulnak”, igy egymagukban mar nem képesek hatékony fehérje-
szintézis biztositasara. Ezt lattuk az O-nujO-nu homozig6ta mutadns karmos béka
embriokban. Az aktinomicin-D az RNS szintézist gatolja. Aktinomicin-D jelen-
létében a magzatok fehérjeszintézise addig a pontig folyik, ameddig a sajat
maguk é&ltal szintetizalt RNS-re nincs szitkség. Ugy tiinik, hogy a térzsfejl6dés
elérehaladtaval a citoplazmatikus anyai eredetli RNS szerepe csokken. Az egér-
magzatok mar akkor elkezdik a sajat RNS szintézisiket, amikor csupan négy
sejtb6l allnak. Ezek a kisérleti eredmények persze nem jelentik azt, hogy az
anyai informaciok nem juthatnak szerephez az egér és mas magasabbrend
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magzatok fejl6désének késébbi szakaszaiban. Az anyai hatas érvényesilésérél
az eml6sdkben viszonylag keveset tudunk. A méblepényesek anya—utod kap-
csolata sokkal bonyolultabb, mint az alacsonyabbrendl 4allatcsoportokban.
Mint a bevezet6ben emlitettiik, az anya szervezete befolyasolhatja az utéd fej-
I6dését a petesejt citoplazmajan, de a méhlepényen at is, s6t a szoptatas perio-
dusaban is. Hogy a magzat fejl6désének kései szakaszai mennyire fliggnek az
anyai, esetleg a kérnyezet hatasatol, ma még alig ismerjik. De hogy az em16s6k-
nél is kell szamolni anyai hatassal, azt egy kozkeletli példa igazolhatja. A sza-
mar és a l6 keresztezésébdl dszvér szarmazik. Az dszvér mindig jobban hasonlit
az anyara, mint az apara. A hasonldésag annyira szembetling, hogy pl. az angol
nyelvben kilén névvel illetik a kétféle keresztezéshb6l szarmazo 6szvéreket. A 16
kanca X szamar cs6dor fedezésbdl szarmazd O6szvér, a ,mule” inkabb léra, a
szamar kanca X 16 cséddr (sokkal ritkdbban alkalmazott) fedezésb6l szarmazo
,hinny” 06szvér inkdbb szamarra hasonlit.

Szblnunk kell roviden az apai hatasrdl is. A spermium szinte csak az
apai eredetl kromoszomakat és a sejtosztodasok zavartalan lefolyéasat biztosito
centriolumot tartalmazza. A petében nincsen centriolum. Ezért a sejtkdzpont
viselkedését befolydsolé minden jelleg apai tipusd orokl6dést mutat. Az apai
eredetl kromoszomak szervez6désének rendellenessége is hatassal lehet a mag-
zatok fejl6désére. Ez utobbi esetre emlithetjik meg példaként az ecetmuslica
pal (paternal loss) mutaciojat. A pal/pal homozigdta him kromoszédmai hibas
szervezettségik miatt labilisak. Ezért megesik, hogy a magzatban (barki is volt
az anya) az els6 magosztodas folyaman az apai eredetli kromoszomak egyike-
masika ,,elvész” :az utédsejtek némelyikébe a normalisnal kevesebb kromoszé-
ma keriil. Ha ez az esemény olyan kromoszomat érint, amely létfontossagu
funkcidkért felel6s, az egyik utéd-sejt elpusztul. Mas kromoszémak esetében a
pal mutacié hatdsara genetikai mozaikok képz6dnek.

A maternalis hatasok értékelése az embernél

A maternalis hatdssal az embernél is szamolni kell, bar jelent6sége elma-
rad a tobbi fajétol. S ez érthetd is. A rovarok, a madarak, a hill6k lerakjak a
tojasukat és a tobbit elvégzi a napsugar vagy a rothaddé avar. Az eml8soknél a
maternalis hatas egyik biztositéka lehetett az evollcionak, és igy jelent6sége
nagynak itélhet6. A tarsadalmiva valo embernél viszont egyre inkabb a tudatos
cselekvés valik uralkodéva a gyermeknemzésben is. Ez a csaladtervezés gondo-
latdban és fogalmaban fejez6dik ki. Mégis, természetesen a bioldgiai hatasok
az embernél sem hagyhatok figyelmen kivil és igy a sokrétld maternalis effek-
tussal is szamolni kell.

Az embernél a maternalis hatadsok értékelésekor genetikai, teratologiai és
sziiletés utani kategoriakat kalénitink el.

A maternalis hatasok a humangenetikaban

Itt legalabb 5 kilénbdz6 hatast érdemes elkildniteni.
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Az X-kromoszoéméahoz kotott 6roklédés

Ez esetben nem szokds maternalis hatasrél beszélni, pedig csaknem min-
dig az anyai mutans génhordozas hatdsa érvényesiil a fitk 50%-aban jelentkez6
nemhez kotétt monolokuszos artalmakban.

A beagyazodast megel6z6en érvényesilé maternalis hatas

Mint az el6z6, altalanos részb6l is kideriil, a fogamzaskor, tehat az ondo-
sejt petébe torténd behatolasakor feloldddik a petesejt citoplazmajaban a kii-
Ionben gatolt fehérjeszintézis. Nemcsak oldédik a gatlas, hanem azonnal nagy
intenzitdssal meg is indul a fehérje-termelés. Ennek mértéke az els6 osztodas
id6szakaban tizszerese, esetleg hetvenszerese lehet a fogamzast megel6z6 alla-
potnak. Ekkor azonban csak az anyai eredetl Gn. alcazott (masked) messenger
RNS hatasa érvényesil [4]. Tehat a barazdal6das soran csakis maternalis hata-
sok érvényesiillnek a fehérjeszintézisben. Kérdés azonban, hogy meddig. Mint
em litettik, minél magasabbrend( fajokat vizsgaltak meg, annal révidebb ideig
tartott ez a maternalis effektus. Emberben ennek léte egyértelmiien nem is iga-
zolt, bar fennalldsat valdszinlinek tartjak. Jelent6ségét még alig ismerjik,
pedig minden bizonnyal sokat segitenének a magzati fejl6dés megértésében.
Elég két kérdésre utalni. Egyfelél a természetes kivalogatddas legintenzivebb
szakasza éppen a fogamzast kdzvetlenil kévetd napokban-hetekben térténik.
Ma megegyeznek abban a szakemberek, hogy a fogamzéasoknak csak 31%-a szi-
letik meg élve, 69% tehat prenatalisan kivalogatédik. A halvasziiletések aranya
nem érielaz 1%-ot. (Hazadnkban 0,8% koril van.) A spontan vetélések aranya
pontosan nem ismert, de 12—15%-nal nem tdbb. igy a terhességek tdbb,
mint 50%-aban a magzatoknak a klinikailag érzékelhet6 magzati halalozasi
id6szak el6tt kell elpusztulnia. (Ezek a fel nem ismert, Gn. inapparens ter-
hességek, amelyeket legfeljebb megkésett vérzésként érzékelnek.) Ezek okai
nyilvanvaléan a magzati genomban érvényesilé letdlis artalmak lehetnek.
Nagy kérdés azonban, hogy a Xenopus és mas fajokban észleltekhez hason-
l6an a korai materndlis eredetli fehérjeszintézis zavaranak nincs-e ebben
szerepe? A masik érdekes probléma az egypetéjii tobbesterhesség. Magyarorsza-
gon minden 100. terhesség végz6dik tobbessziiletéssel. Ezek t6bb mint 99%-a
kettes, tehat iker. Az utébbiak egyharmada egy-, kétharmada kétpetéji. A két-
petéjliek kialakuldsdnak mechanizmusa ismert: az anya agyalapi mirigyében
elvalasztédd gonadotropinok kdvetkeztében tobb tiiszé érik, majd reped meg
és igy két pete valik a mindig feleslegben levé spermiumok szdméara hozzafér-
hetévé. Az egypetéjliek esetében egy petét egy spermium termékenyit meg, de
a magzat-kezdemény kettéhasad. Ez a fogamzas és a bedgyazodas, tehat a mag-
zati fejl6dés 1—14. napja kozott torténik. Kialakulasanak okarél nem sokat
tudunk. Itt sem zarhaté ki a maternalis hatas lehet6sége mar csak az id6beni
egybeesés miatt sem.

A citoplazmas o6rokl6dés

Eddig emberben egyértelm( bizonyitdst még nem nyert. Csupan a bal-
kezesség esetében tételezik fel ennek hatasat. A balkezes anyak gyermekei
ugyanis sokkal inkabb lesznek balkezesek, mint a balkezes apak gyermekei.
Ez persze lehetne a sziiletést kdvetden szerzett: leutanzott vagy nevelési hatas
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is. Azonban a balkezes anyjuktél kilén nevelt gyermekekben allitélag gyako-
ribb a balkezesség jelentkezése, mint a balkezes apak hasonldo korilmények
kozott felndvekvd gyermekeiben [4],

A poligénes 6roklédés maternalis befolyasolasa

Az emberi jellegek és a gyakori rendellenességek-betegségek dontd tobb-
sége poligén meghatarozottsagl. A poligénes 6rokl6dés azonban inkabb csak haj-
lamot jelent, amelyet azutan bizonyos kdrnyezeti — szupresszalé vagy provo-
kal6 — hatasok szamottevéen befolyasolnak. A végsé hatas ereddjét, amely
tehat a poligén hajlam ésa kdrnyezeti hatdsok egyittes kévetkezménye, szokas
multifaktoridlis koreredetnek nevezni. A materndalis provokalé hatasok fontos-
sdga példaul a csip6ficam [4] és a rejtettberéjliség [5] esetén jol ismert. Egyfeldl
a terhes né nemi hormonjainak a hatasa a magzat csip6iziletét ellazitja és ez-
altal megteremti a ficam lehet6ségét. A fiik heréjében termel6d6 relaxin ezt a
hatdst azonban kézémbositi és ez magyardzhatja a csipéficam jol ismert néi
tobbletét. Masfel6l az anya medencéje és testalkata is hatadst gyakorol a magzat
fekvésére és a szilésre. A medencevég( fekvés pedig provokéalhatja a magzat
sekélyebb izileti vapajan keresztiill érvényesiilé poligén hajlamot. A rejtett-
heréjliség poligén hajlamanak provokaladsaban az anya csékkent nemi hormon
elvalasztasanak lehet meghatarozé szerepe. A késén (15 éven tal el§szér) menst-
rualé és tal rovid havi vérzésl n6k fid gyermekeiben a rejtettheréjliség ugyanis
szignifikdnsan gyakoribb. Az ok az anya agyalapi mirigyének eltils6 lebenyében
termel6d6 gonadotropinok alacsonyabb szintje lehet.

A placentaris hatas révén érvényesiil6 maternalis effektus

Az anya antropometriai adatai, tehat a testmagassag és a testsuly befo-
lyassal vannak az Gjszildtt sulyara [1, 2, 10]. Minden eddigi vizsgalat tantisaga
szerint az alacsony és kis-stlyd anyak Gjszulottjeinek a sziiletési stlya kisebb,
mig a magas és nagy-sulyl anyak esetében az atlagot szamottevéen meghalado
stilyd ajszuldttel kell szamolni (I1. tablazat). S mivel az atlagos szlletési suly

1. tablazat

Az éatlagos sziletési suly [10] és 2500 g alattiak [1] %-os gyakorisdganak alakulasa
az anyai testmagassag és testsuly fiiggvényében
Table 2. Mean birth-weight and birth-weight groups under 2500 g of newborn in mothers of
different weights and heights

Magassag, cm Alacsony Atlagos Magas Egyiitt Baird

testsaly, kg (-155) (155— 162,5) (162,5—) X 2500 g
Konny( (- 50) 2,99 3,11 3,22 3,11 9,6%
Atlagos (51—70) 311 3,23 3,40 3,25 7,6%
Shlyos (71 90) 3,20 3,35 3,48 3,35 4.1%
Egyitt x 3,10 3,23 3,37 324 7,1%
Baird < 2500 g 12.1% 7,7% 4,9% 8,2% -
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és a 2500 g alatti Gjszulottek (tehat a kis sulyd ajszuldttek, régi nevikdn un.
koraszulottek) kézott egyértelml korrelacio van, a filigran és testes anyak kis
stlyl Gjszilott gyakorisaga jelentésen eltér. A kilénbdz6 f6-rasszok, tehat az
eurdpai, a keleti és az afrikai f6-rassz tagjaiban észlelt eltér6 Gjszulott sulyatla-
gok (I11. tablazat) hatterében is — legaldbb részben — az egyes rasszokhoz tar-
toz6 anyék kiilldnboz6 testi adottsagai allhatnak [2]. Eppen ezért pl. a kinai és
az indiai Gjszuldttekben nem is tartottdk valdsnak a 2500 g-os sziiletési suly
hatart a kis stlya Gjsziulottek (,,koraszilottek™) elkiilonitésére. Az eurépai rasz-
szon belul (pl. az Egyesilt Kiralysagban, USA-ban vagy Magyarorszagon)
azonban legalabb akkordk az eltérések, mint a kiillonb6z6 f6-rasszok kozdtt.
Az Gjabb indiai és kinai adatok pedig mar kézel sem olyan kicsiny atlagos szile-
tési sulyrol szamolnak be, mint néhany évvel korabban. (S6t, a magyar cigany
Gjsziiléttek mér elmaradnak az indiai Gjszildttek saly atlagatol.) Eppen ezért
a f6-rasszok kozdotti kilonbséget nemcsak genetikai tényezékkel, hanem a szo-
cidlis helyzetben és a tdplalkozasi viszonyokban, tehat a kiilsé koriilményekben
meglevd kilénbségekkel is magyarazzuk.

1. téblazat
Az atlagos sziiletési suly néhany népességben [2]
Table 3. Mean birth-weight in some populations

Populacié j x (9)
UK 3415
USA 3280
USA 3226
USA 3370
Magyar 3125
Kinai 3086
Indiai 3909
Indiai 3020
Magyar cigany 2961
Magyar nem cigany 3213
Magyar cigany 2861

Az antropolégiai adatok értelmezésekor érdemes felhivni a figyelmet az
azonos anya Ujszulottjei kozott észlelhetd kifejezett sziiletési stly hasonldsagra.
A hasonldsag pedig mindig felveti az 6rokl6dés szerepét is. Az emberi kvantita-
tiv jellegek csaladi hasonlésagat, igy az els6fokd rokonok, tehat szul6 és utod,
illetve a testvérek kozott korrelacios koefficienssel fejezzik ki (1V. tablazat).
A sziiletési suly esetében a testvéreken talalt korrelacié 0,5 koril van. Ez egy-
ben az dréklédésre is utal, mivel a testvérek csaladi génallomanyanak azonos-
saga is 50%-0s. A kapott konelaci6 részekre bonathatd és ezek az értékek a szi-

(x — x)2

letési suly atlag (x) kérili variancidjaban V = ----memne- -’ szerepet jatszd kor-
n—11

eredeti tényezdket jelzik. Ezek mélyebb elemzése lehetfséget nyljt a sziletési

suly hatterében allo6 tényez6k részesedésének becslésére is. A legnevezetesebb

ilyen vizsgalat Penrose és mtsai [14, 22] nevéhez fiz6dik (V. tdblazat). A gene-

tikai tényez6k lényegében a magzat genotipusan at érvényesiilnek és elsgsorban
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1V. tablazat

Az els6fokd rokonok hasonlésadga néhany kvantitativ jellegben [3]
Table 4. Resemblance of some quantitative characters in first-degree relatives

Jelleg Szulé—utéd Testvér korrelacié**

korrelacié*
Testmagassag 0,51 0,53
Ossz. bérlécszam 0,48 0.50
Szisztolés vérnyomas 0,24 0,33
Elettartam 0.45 0,54
Intelligencia 0.49 0,49
Sziletési suly 0,50: 0,53;* 0,55*

Korrelacié szamitasi madja:

12 Vp o 1/2 VA 1/4 VD
,plo VA+ VD + VE sls VA : VD - VE
V. tablazat

1sziiletési suly varianciajanak magyarazata [22]
Table 5. Variance of birth weight founded on Penboses [22] calculation
A teljes

A variacié eredete variancian beluli
%-0s részesedés

Genetikai
Additiv 15
Non additiv (monolokuszos) 1
Nemi (X-kromoszéma) 0
Kdrnyezeti
Anyai genotipus 20
Alland6 anyai kornyezet 18
Id6leges anyai kdrnyezet 6
Anyai életkor 1
Szilési sorrend 7
Egyéb 30
Egyatt 100

a potencialis sziletési sulyt meghatarozé poligén rendszerre, illetve az ezt alkoto
gének 0Osszeadddd (additiv) hatdsara vezethet6k vissza. Emellett az egy-egy
lokuszhoz kotott gének hatéasa, illetve a nemi kromoszémak eltérésére vissza-
vezethetd fit—leany kiillonbség sokkal jelentéktelenebb [12]. Ha 100%-nak vesz-
sziik a sziletési suly teljes variancidjat, akkor 18% a magzat genotipusanak a
részesedése. A magzat nézépontjabol vizsgalt kérnyezeti hatdsok kozdétt az
anyai genotipus a legmeghatarozébb. Ezen tal az alland6, illetve id6leges
anyai kdrnyezet hatdsa tovabbi 24%-ért felels. Az anyai életkor, még inkabb



a szilési sorrend effektusa ugyancsak igazolhatd. Végil marad egy jelent6s,
30%-0s ,,egyéb” hatds, amely nem bonthaté pontosan részeire. A sziiletési suly
varianciajanak létrejottében tehat az anyai kdrnyezet a legmeghatarozébb
(52%), mig ezen belill az anyai genotipus hatdsa a legfontosabb. S ez a kdvet-
keztetés dsszhangban volt az allattenyészt6k megfigyelésével. EIég W alton és
Hammond [24] ma mar klasszikusnak tekintheté l6vizsgalataira utalni. Két
kilonb6z6 16tipust mesterséges inszeminacioval paroztattak, mégpedig a nagy
testd Shire tipust és a kis testli Shetland pénit. Ha az apa volt a nagy testi és
az anya a poni, akkor az ivadékok sulya sokkal kisebb volt, mint a forditott
esethen, tehat amikor az anya volt nagy test(i és az apa poni (5. dbra). Ezt a

5. &bra. Shetland és Shire reciprok keresztezésének hatasa

Fig. 5. Parents and offspring of reciprocal Shetland-Shire crosses — after Walton and
Hammond [24]

kisérletet még két fontos adalékkal kell kiegésziteni. Ha a pénikat egymas kdzt
paroztattak, akkor az utédok sulya lényegében nem tért el azoktdl az ivadékok-
tol, amelyeknek az anyja volt a péni és az apa a uagy testli. Viszont amikor a
nagy testd allatokat paroztattak egymassal, akkor utédaik sziiletési silya nem
tért el azokétdl, amelyeknek az anyja volt a nagy testli és az apja a poni. E vizs-
galatokbol tehat egyértelmien kovetkezett, hogy az Gjszulott szuletési sulyat
déntéen az anya testi adottsdgai hatdrozzak meg. Mint Penrose adataibdl sej-
teni lehetett, ez a szabaly az emberre is érvényes. Szdmos mas fajban is — igy
a kutyaban is — igy van. Viszont a ragcsalokon (az egéren, a patkanyon és a
nydlon) nem észlelheté ez a szabalyszer(iség. Emberi vonatkozéasban ezt az 6sz-
szefliggést legpontosabban Ounsted és Ounsted [18—21] vizsgalatai igazoltak
(6. dbra). Ok olyan Gjszilotteket valasztottak vizsgalati alanyul, akiknek a szi-
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Ujsziilétt populacio m
atlag stlya 3300g korul | |

6. dbra. Az éatlagos sziletési suly alakuladsa az id6re sziletett kis suly( Gjsziilottek rokonsagaban

Fig. 6. Trend of mean birth weights among the relatives of small-weight newborns born in
due time

letési silya minimum egy standard devidciéval elmaradt az atlagtél (amely ese-
tikben 3300 gvolt). Rokonaik sziletési sulyat meghatarozva egyértelmd korre-
lacio rajzolodott ki. A kordbban sziletett testvérek és az édesanya sziletési
stilya ugyancsak szamottevéen elmaradt a szlletési suly atlagatol. Az apa szile-
tési stlya viszontnem tér el az atlagtol, igazolva, bogy az apa sziletési silyanak
nincs befolyéasa az Gjszildtt silyara. Még az anya testvéreinek sziletési stlya-
ban is észlelhetd bizonyos elmaradas az atlagtél. S6t, az anya lednytestvérei
— de nem a fivérek — utédainak a sziletési silya megint csak kifejezetten
kisebb az atlagosnéal, vagyis hasonlé az altaluk vizsgalt Gjszulott salyahoz.
Az atlagot legaldbb egy standard deviacioval meghalad6 Gjszulottek genetikai
csalad-vizsgalata mar nem vezetett ilyen egyértelm( kovetkeztetésekhez (7. ab-
ra). Az anya és a korabbi testvérek hasonlosdga ez esetben is igazolhatd. Viszont

7. dbra. Az atlagos sziletési suly alakuldsa az id6re sziiletett nagy sulyd Gjsziilottek rokonsagaban
Fig. 7. Mean birth weights in relatives of large-weight newborns born in due time

e megkozelitésben az apaban és az anya fivéreinek gyermekeiben is atlagost
meghaladé volt a sziiletési suly. Az anya sziletési silyanak fontossagat Morton
[16] vizsgalatai is szembetlin6en igazoltdk (8. abra). Féltestvérek adatait ele-
mezve igazolta, hogy amikor egy anya két kiillonbézd férfit6l szilt gyermekeket,
akkor a sziletési sulyuk korrelacioja 0,581, tehat a szokasos {IV. tablazat).
E gyermekek sziiletési stilya Iényegében hasonl6 korrelaciét mutat az anya azo-
nos hazassagabdl sziletett testvérekével is (0,523). Viszont, amikor olyan fel-
testvérek adatait hasonlitotta 6ssze, ahol az apa volt a kézds, akkor az apa két
fuggetlen nétél nem zett gyermekeinek sziletési silya szinte semmilyen (0,102)
korrelaciét nem mutatott. Az egy asszonytol szarmazo testvérek korrelacidja
ugyanakkor ilyenkor is a szokasos (0,523).
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8. abra. A féllestvérek és testvérek sziiletési stilyanak korrelaciéja Morton [16] vizsgalataban
Fig. 8. Correlation of birth weight in sibs and half-sibs [16]

Mindezekbdl egyértelmiien kévetkezik a tanulsag: a sziletési suly fiziol6-
gias létrejottében az anyanak meghatarozé jelentésége van. Az anya genotipusa
egyrészt a terhességet megel6z6 testméretek, els6sorban a testmagassag alap-
jan (a testsuly sokkal inkabb fiigg a kdrnyezeti hatasoktol, ezért kevéshé érzé-
keny jelz6je a genotipusnak), méasrészt — és ez még fontosabbnak tlinik — az
anya szlletési sulya, illetve a kordbban sziiletett gyermekei sziletési sdlya
révén mérhetdé fel. Az id6 el6tti szilés hatterében mas tényez6k allanak, igy
arra az itt elmondottak nem érvényesek.

Ounsted [21] kisérletet tett a hattérben allé oki tényez6k meghataroza-
sara is (9. abra). Feltehet6en az anya genotipusdban van egy vagy tébb olyan

atlag

9. dbra. A magzat sulyat szabalyoz6 rendszer modellje Ountsted [21] utan
Fig. 9. Regulation model of birth weight [21]

gén, amely(ek) a lepény nagysagan és igy annak mikodésén keresztil érvénye-
sitek) a hatasukat. Ha ennek a génnek a hatdsa korlatozédik, akkor az Gjszilott
stlya kisebb lesz, mig ha ilyen gatléd tényez6k nem érvényesiilnek (vagy esetleg
bizonyos noveszté faktorok hatnak), akkor az Gjszilétt silya az atlagot meg-
halado6 lesz. Mindezek hatdsa bizonyos széls6 hatarokon tal mar kedvezétlen
és a tal kicsi vagy a tal nagy suly akar haldlozasban is megnyilvanulhat.

Maternalis hatasok a teratolégiaban
A teratoldgiai szakirodalom e kérdéssel viszonylag keveset foglalkozik,
illetve csupan kiragadott kérokokra koncentralodik a figyelem. A hatas jellege

alapjan a kovetkez&képpen osztadlyozhatok:
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A szorosabban vett teratogen artalmak

llyen pl. a rubeola-virus, bizonyos gyo6gyszerek (pl. Contergan), amelyek
az anyai szervezet kozvetitésével, illetve az anyai szervezeten keresztil érik el
a magzatot. Itt azonban nem passziv athatolasrél van sz6. A rubeola-virus ese-
tében az anyai szervezet immun-allapota alapvet6éen megszabja, hogy a virus
eljuthat-e a magzathoz avagy sem. A gyogyszerek esetében az anyai anyagcsere
milyensége is fontos tényez6. igy még e szorosan vett teratogén artalmak eseté-
ben is szamottevd befolyasol6 hatasa lehet az anyai szervezetnek. Ennek igaz-
sagat, nevezetesen az anyai genotipus fontossagat bizonyitja Katter [13] k&-
vetkez6 kisérlete is. & is az Ajjax és C5BL egerek paroztatasa Gtjan kapottiva-
dékok kortizon-indukalta szajpadhasadék gyakorisagat vizsgalta (VI. tabla-
zat). Két beltenyészetii térzs Fj generacidjanak egyedei — a himek nemi kro-

V1. tablazat

A kortizonnal kivaltott szajpadhasadékok gyakorisdga két beltenyészetii egértorzs
kiillonboz6 keresztezésii ivadékaiban [13]

Table 6. Proof of maternal factors in the etiology of cleft palate caused by cortisone in cross
breeding of two inbred mice strains

lvadékok
Keresztezés szajpadhasadékkal,

9%

AlJax XAjjax 100

A/JaxxCSTBI. 44

C57BL x A/Jax 3

C57BL.X C57BL 19

moszomaitol eltekintve — genetikailag azonosak, fliggetlenil az apa-, illetve

anya-allat hovatartozasatél. A tablazatban a 2. és 3. sorban k6z6lt kereszte-
zések utan — a vart azonos gyakorisadg helyett —mmégis eltéré szajpadhasadék
el6fordulast talalt és ez csakis az anyai genotipus hatasaval magyardzhaté meg.
Az 1. és 2., illetve 3. és 4. sorban megadott keresztezések utani killénbség vezet-
hetd vissza a magzat genotipusaban lev6 differencidakra. Lényegében tehat mind
a magzati, mind az anyai genotipus szamottevé befolyasaval kell szamolni.

A szorosan vett maternéalis hatasok

Ide els6sorban az anya lokalis rendellenességei (pl. kétszarvd méh, sziik
medence) és betegségei (pl. cukor-, pajzsmirigy-, vese-, sziv-betegség, magasveér-
nyomas) tartoznak. Ezek artalmas magzati kovetkezményei a sziilészeti szak-
irodalomban jol ismertek.

Az anyai szervezet bizonyos allapotai

Itt mindenekel68tt bizonyos immunoldgiai allapotokra kell utalni. Példaul
az Rh negativ vércsoportl asszonyokban, ha a férjik Rh pozitiv és mar el6for-
dult Rh pozitiv magzatu terhesség és ezzel szembeni izoimmunizalédasukra sor
kerilt, a kdvetkez6 terhességekben az anya anti-D ellenanyagai végzete-
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sek lehetnek az utdédra. Ide sorolhaték a hormonalis egyensily zavarai is, ame-
lyek maguktél vagy esetleg kiilsé hatastol — példaul fogamzasgatld tablettdk-
tol — provokalva a megtermékenyités, illetve bedgyazddas kdriilményeit zavar-
hatjak meg. E materndalis eredetli magzati artalmakra altaldaban az aspecifiku-
sabb megjelenés (szemben az igazi teratogének noxa-specificitasaval), a széle-
sebb id6hatarok (az id6faktor elmosddasa) és a gyenge ok-okozati kapcsolat a
jellemz6 (10. abra). igy johet Iétre a VACTERL-rendellenesség kapcsolddas

A magzati artalmassag Magzati artalmassag
bizonyitékai
Direkt Indirekt
TERATOGEN MATERNALIS
1
Noxa-specificitas: Leadny magzatok VACTERL(?)
masculinizacidja (tal széles spectrum)
|
Id6-faktor: 6—12. hét 15—60. nap
(de el6tte és utana is)
1 |
Ok-okozati kapcsolat: egyértelm gyenge

(kérdéses)

10. dbra. A direkt teratogen és indirekt malernalis hatas jellemzése

Fig. 10. Characteristic features of teratogenic and maternal factors in the etiology of congenital
abnormalities

vagy az egyes Osszetevék, pl. a végtagredukcios rendellenességek fokozott
el6fordulasa. Ycgil ide sorolhatd az anya életkora, terhességi-sziilési sorrendje,
szocialis helyzete stb. Az életkor az anyai szervezet altalanos allapota, az ivar-
sejtképzdédéssel kapcsolatos gyakoribb zavarok pl. non-diszjunkcid, és sok min-
den révén érvényesitheti hatasat. A szilési sorrend hatasa, feltehet6en mint
kondicionald tényezdé, is jol ismert. Bizonyos velesziletett rendellenességek,
pl. a csip6ficam és dongaladb az els6szilottekben szamottevéen gyakoribbak.
Mas rendellenességek inkabb a magasabb szilési sorszamok mellett fordulnak
el6, ilyen példaul a koponyahiany és a nyitott gerinc. A szocialis helyzet hatasa
sem hanyagolhato el. igy példaul a familiaris értelmi fogyatékossag vagy az
elébb emlitett koponyahiany, nyitott gerinc a szegényebb néprétegekben sza-
mottevéen gyakoribb. Ennek hatterében a rosszabb taplalkozas, a személyi
higénia alacsonyabb szintje és masok allhatnak.

Az anya személyisége

Itt mindenekeldtt a terhesség alatti élvezeti cikkek fogyasztasara lehet
utalni. A terhesség alatti cigarettdzas ma kozegészségiigyileg a legfontosabb
magzati artalomnak tekinthet§. A méhen atfolyé vérmennyiség csékkenése és
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az oxigén-tartalom redukalédéasa a magzati fejl6dés temét jelent6sen vissza-
fogja és ez magyarazhatja a szamottevéen kisebb sziletési sulyt, a kisfokt agy-
karosodast, a fokozott méhen belili és sziiletést koveté halalozast. A terhesség
alatti alkoholizalas a lepényen szabadon ataraml6 alkohol mit6zis-gatlé hatasa
miatt jellemz6 artalmat, a magzati alkohol szindrémat idézheti el6. Az életmaod
természetesen mas, kevésbé nyilvanvalé hatdsok révén is befolyasolhatja a
méhen belil fejl6dé magzatot.

A maternalis hatasokat az effektus érvényesiilési ideje alapjan is lehet
osztalyozni, igy a) a fogamzas és beagyazddas; b) az organogenezis; ¢) a mag-
zat kvantitativ fejl6désének és érési id6szakaban; cl) a szulés alkalmaval ér-
vényesilé hatdsokat érdemes elkildniteni.

A sziiletést koveten érvényesil6 maternalis hatasok

A bonyolultan 6sszefiiggé hatasok rengetegébdl 3 hatast emeliink ki.

A szoptatas jelent6sége

A szoptatasnak szamos fontos bioldgiai el6nye van. Egyrészt az anyatej
optimalis tdpanyag, amelynél jobb tapszert eddig még sehol sem sikerilt el6-
allitani. M asrészt a szoptatds révén az anya képes gyermekeinek azokat az ellen-
anyagokat atadni, amelyek a fert6z6 betegségekkel szemben id6leges védelmet
biztositanak. Harmadrészt a szoptatas alatt altalaban nem kdévetkezik be Gjabb
terhesség. A korabbi torténeti korokban ez lehetett a leghatékonyabb sziletés-
korlatozasi maodszer.

Az anyai magatartas

A sok lehetséges megkozelités kozil egyet ragadjunk ki. Csaknem mind-
egyik anya a bal oldalon tartja a csecsemd@jét. Az els§ és ésszerli magyarazat a
jobb-kezesség tulstlya volt. A jobb kezes anydk kdnnyebben tudjak etetni,
gondozni bal oldalt tartott gyermekeiket. A tovabbi vizsgalatokban azonban
meglepetéssel tapasztaltak, hogy mig a jobb kezes anydk 83%-ban, addig a bal
kezesek 78%-ban bal oldalt tartjak a csecsemd&t. Nincs értékelhetd kilénbség
tehat a két csoport kozott és ezért ez a magyarazat nem fogadhatd el.

A vizsgalatok arra is fényt deritettek, hogy a bal oldalon tartott csecse-
moék kevesebbet sirnak (ill. bal oldalra téve hamarabb megnyugszanak), s6t
harmonikusabban fejlédnek (pl. stlygyarapodasuk is kedvez6bb). Bioldgiai
okoknak kellett tehat a hattérben allni. S hamarosan rajottek a megfejtésre:
bal oldalt az anyai szivdobogast érzik a csecsemdk, s ez j6, megnyugtatd sza-
mukra. Hiszen a méhen belili életikben mar megszoktak az anyai sziv ritmusos
verését és ezt igénylik a szlletés utan is.

Az anyan keresztil érvényesil6 szociokulturalis hatasok

Az eml6sok ivadékgondozasanak — a testméretek ndvekedése, az élet és
a terhesség tartamanak meghosszabbodasa, az ivadékszam csdkkenése, az utoé-
dok sziletéskori éretlenségének fokozédasa stb. miatt — kiemelt a jelentésége.
Raadasul az ember esetében — aki a marxi meghatarozas szerint kettds termé-
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szetli l1ény: dont6en emberi, tehat tarsadalmi és csak masodlagosan természeti,
tehat bioldgiai — a szociokulturalis hatdsoknak meghatarozé a fontossaga.
Ennek érzékeltetésére elég két adat. Az egyik: az anya értelmi szintje sokkal
meghatidrozébb az utéd értelmességének alakuldsdra, mint az apaé. Pedig a két
sz(l6 genetikai részesedése az utéd genomjaban bizonyosan egyforma. A masik:
az Odipusz-komplexus, amelyet a pszicholégidban fontosnak tartanak nemcsak
az utéd kés6bbi szexualis életének (pl. homoszexualitas) alakulasaban, hanem
bizonyos betegségek (pl. az alkoholizmus) Iétrejéttében is.

Osszefoglalas

A maternalis hatas értelmezése ellentmondasos a bioldgidban, egyrészt
mert jelent6ségét kevéssé ismerik, masrészt pedig mast értenek alatta a geneti-
kusok, a teratolégusok, és az orvosok.

Az anyanak az ivadékgondozasban jatszott szocialis szerepét helyes elkii-
I6niteni a biologiai jellegli maternalis effektustol. Ezalatt els6sorban a petesejt
citoplazméajaban raktarozott anyagok hatasat értjiuk.

A tanulmany els6 részében a maternalis effektus tanulmanyozéasara fel-
hasznalhato morfologiai, mikrosebészeti, transzplantacids, az 4n. genetikai bon-
colasos, és biokémiai modszereket ismertetik a Szerzék. Az ezek segitségével
nyert ismereteket egy-egy jellemz6 példan mutatjdak be. Az extrakromoszo-
malis tényez&k szerepével kiillon alfejezetben foglalkoznak. A pete riboszoémai-
nak eredete is figyelmet érdemel a maternélis effektus elemzésekor.

A tanulméany masodik részében a maternalis effektus human jelent6ségé-
vel foglalkoznak. Genetikai nézéponthol kiillondsen a bedgyazodast megelézben
igen magasra becsilt magzati veszteségben lehet jelent6s szerepe a maternalis
hatasnak, pontosabban a masked mRNS-nek. A magzati sulyfejl6désben meg-
hatarozo6 fontossaglnak bizonyuld maternalis effektus feltehet6en a placentaris
faktorok révén érvényesiil. A teratolégidban mind az anyai genotipusnak, mind
az anyai szervezet bizonyos allapotainak hatasat figyelembe kell venni. Végil
a sziletést kovetéen az ivadékgondozas révén — kdzvetve — érvényesilé hata-
sokra (szoptatas, anyai magatartas, szociokulturalis 6rékl6dés) utalnak.
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THE BIOLOGICAL SIGNIFICANCE OF THE MATERNAL EFFECT
Szabad, J. and Czeizel, E.

Biological Centre, Hungarian Academy of Sciences, Szeged
and Department of Human Genetics, National Institute of Hygiene, Budapest

The different interpretations of maternal factors are reviewed. First the characteristic

features of cytoplasmic inheritance and the different types of extrachromosomal factors are
demonstrated in connection with the different approaches. Next the importance and mani-
festation of maternal factors are summarized in man, particularly in the preimplantion period
(masked mRNA), in the development of birth weight and in the etiology of congenital ab-
normalities.
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receptor két6dés, dopaminerg receptor, morfin tolerancia molluskdkon

Bevezetés

Az opiat receptorok felfedezésének egy évtizedes multja sincs, s a leggyor-
sabban fejl6d6 kutatasi teriiletek kozé tartozik. E kutatasok kezdetélil Hughes
és mtsai eredményeit jelolhetjik meg, akik meghataroztak két endogén opioid
peptid, a metionin- és a leucin-enkefalin aminosav sorrendjét [13]. Ezt meg-
eléz6en is torténtek kisérletek a fajdalomérz6 receptorok feltdrasara. Goldstein
és mtsai [9] megfogalmaztak a specifikus és nem-specifikus opiat kot6dés krité-
riumait gerinces agyban, majd barom kutatécsoport egymastél fliggetlenil
sztereospecifikus opiat kot6dést mutatott ki az agyban, s ezt nevezték el opiat
receptornak [21, 30, 48]. E kutatasok utan logikusan kdvetkezett az endogén
ligandok meghatarozdsa. Hughes és mtsai [13] vizsgéalatai igazoltdk, hogy a 91
aminosavbol allé hipofizis hormon, a /S-lipotropin két endogén opiat pepiidet
tartalmaz, éspedig a /3-endorfint (vagy C-fragmentumot), mely a 61—91 amino-
sav-sornak felel meg, tovabb4 a met-enkefalint, mely a 61 —65-6s fragmentum -
mal azonosithaté. Annak ellenére, hogy a met-enkefalin a /3-endorfinnak 61—
65-0s fragmentuma, mégsem volt igazolhaté, hogy a met-enkefalin a /?-endorfin
bomléasakor keletkezik. A leu-enkefalin hordoz6-molekulajat sem ismerjik, bar
szamos laboratériumban intenziven keresik. Opiat receptorok nemcsak a kdz-
ponti idegrendszerben, hanem a gastrointestinalis rendszerben, tovabba a szim-
patikus idegrendszerben és mellékvesében is el6fordulnak [31, 53].

Az endogén ligandok, valamint a specifikus receptor bénit6é — a nalo-
xon — felismerése jelent6sen vitte el6re az opiat receptorok kutatasat [32].
Két eltér6é tulajdonsagl opiat receptort irtak le gerincesek agyaban, az egyik
foként a morfint, mig a masik az enkefalint koti [1, 15, 23].

Gerinctelenekben az opiat receptorok és endogén peptidek el6fordulasa-
nak igazolasat nagymértékben hatraltatta az atény, hogy a kutatasok kezdetén
olyan adatok lattak napvilagot, melyek szerint az opiat receptor és az enkefalin
érzékenység hianyzik a gerinctelenekbdl, de valamennyi gerincesben kimutat-
hato [22, 28]. Ugyanakkor a gerinceseken belil legkevesebb enkefalint az em-
berben és majomban, legtobbet a békaban mutattak ki [28], tehat egy filogene-
tikai sorral csokkend tendenciat tartak fel. Gerincesekben az enkefalin eléfor-
dulds az agy Gsibb anatémiai egységeiben magasabb [28]. Mindezek az adatok
felhivtak a figyelmet az opiat receptorok és endogén peptid-érzékenység Ujra-
vizsgalasanak sziikségességére gerinctelen allatokban. Helixpomatia identifikalt
neuronjai [26, 35, 36] alkalmasak opioid peptidek sejt-szinten torténd érzékeny-
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ségének vizsgalatara, mivel a sejtek mas traiiszmitterekre vald reakcidjat és
gyakran monoamin tartalmat, tovabba bemenetelt és kimeneteit is ismer-
juk [36].

Vizsgalataink kezdetén mar ismert volt a met-enkefalin dopamin-szintet
moduldlo hatdsa egy tengeri kagylo, a Mytilus edulis kézponti idegrendszerében
[39, 40], azonban e faj idegsejtjei méretiknél fogva kevésbé alkalmasak mikro-
elektrofiziologiai vizsgalatokra, ezért Intézetiinkben a Helix pomatia valt az
enkefalin és morfin érzékenység sejtszintl vizsgalatanak objektumava, mig a
monoaminok és ciklikus nukleotidok szint valtozasanak vizsgalatara [10, 41, 43,
44] egy édesvizi kagylo, az Anodonta cygnea L., valamint az éticsiga, a Helix
pomatia szolgalt. A Mytilus edulis fajon nyert adatok Stefano [38, 39, 40, 42,
43, 45] eredményei.

Anyag és modszer

A vizsgalatokban Helix pomatia L. (Gastropoda), Anodonta cygnea L. és
Mytilus edulis L. (Bivalvia) fajokat hasznaltunk.

A mikroelektrofizioldgiai vizsgalatokat Helix pomatia éber egyedeibdl
készilt félizolalt készitményen végeztik. A preparatum tartalmazta a garat-
koruli gangliongydr(t, az intestinalis ideget és a cardio-renalis rendszert, mely
magaba foglalja a szivet, perikardiumot, vesét, majat, vénat és aortat. A memb-
ran- és az akcids potencial elvezetése a jobb parietalis ganglion korabban identi-
fikalt legnagyobb neuronjabél (RPa2 sejt) és a visceralis ganglion egyik ismert
neuroszekrécios sejtjébdl (NS) tortént [38]. A két neuron intracellularis, a sziv-
ideg extracellularis aktivitasat, valamint a szivkontrakciot egyidejlileg regiszt-
raltuk. A sziv-kontrakciok regisztralasa foto-optikus mdédszerrel tértént, az in-
testinalis ideg aktivitasat Ag/AgCl elektrodak segitségével vezettiik el. A neuro-
nok intracellularis aktivitasat 2,5 M KCl-dal toltott 8—20 MOhm ellenallasu
mikroeiektrodakkal vezettik el, a jelek erdsitésére nagy bemend ellenallasu,
negativ kapacitast er@sit6t hasznaltunk. A kisérletekben Tektronix oszcillosz-
kopot és négycsatornas Gould—Brush-440 kiir6t hasznaltunk.

A kisérletekben a MENG-féle fizioldgias oldatot alkalmaztuk [18], és ebben
oldottuk a vizsgdlandé anyagokat is. Az anyagok applikalasa a sejtfelszinre
mikropipetta segitségével tértént. Az anyag ismert koncentraciojat és mennyi-
ségét tartalmazé mikropipettat a sejtmembran meghatarozott teriiletéhez ko-
zelitettik mikromanipulator segitségével, majd az anyag kiaramlasat nyomas
alkalmazéasaval biztositottuk. Az anyagot a membranfelszinrdl atfoly6 perfazié-
val mostuk ki a prepardtumot tartalmazé kamrabol. Az elektrofizioldgiai vizs-
galatokat szobahémérsékleten (20—24 °C) végeztik az év minden szakaban.

A biokémiai vizsgalatokban Anodonta cygnea L. és Mytilus edulis L. fajo-
kat hasznaltunk. Ebben a kisérletsorozatban az Anodonta és Mytilus cerebralis
ganglionjait met-enkefalinnal, morfinnal vagy naloxonnal kezeltik, majd a 20
perces kezelést kdvetéen 30, 60 vagy 120 perc mulva meghataroztuk a ganglion
dopamin (DA), szerotonin (5HT) vagy ciklikus nukleotid (cGMP, cAMP) tartal-
mat. A spektrofoto-fluorimetrias mérés, valamint a szignifikancia szamitasok
részletes leirasat korabbi kézleményeink tartalmazzak [10, 41, 46]. A ciklikus
nukleotid szint meghatarozdsahoz standard kitteket hasznaltunk, s a folyamat
részletes leirasa kordbban megtdértént [41].

Az opiat receptor denzitdsanak mérése :iH-naloxon (15,2 Ci/mmol) kotés-
sel tortént, a gerinces agyra leirt mdédszernek megfelel6en [28]. A receptor kot6-
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dést Helix, Anodonta, Mytilus és Locusta agyban mértiik az év minden szaka-
ban.

Morfin tolerancia kialakuldsat Helixpomatia L. fajban vizsgaltuk. Az alla-
toknak desztillalt vizben oldott 50 /A mennyiségd, eltér6 toménységl morfin
oldatot vittink be subcutan. Az egyik kontroll csoport desztillalt vizet kapott
a morfinnal azonos feltételek mellett, a masik nem kapott injekciét. A kezelt
és nem kezelt allatok rigiditasat, immobilizacidjat, taktilis ingerre adott valasz-
reakciojat és testhelyzet korrigalé képességét hasonlitottuk 6ssze 5 napon at
[46]. Az &sszehasonlitast végz6 személyek nem tudtdk, melyik a morfinnal
kezelt csoport. Az anyag injektalasat 6 6ranként megismételtik 5 napon at,
éjjel is.

A kovetkez6 anyagok hatasadt vizsgaltuk: metionin-enkefalin (Calbio-
chem), naloxon (Endo Labs), morfin (Chinoin), dopamin (Sigma), 5-hydroxi-
triptamin (Sigma).

Eredmények
Met-enkefalin és morfin hatasa identifikalt Helix neuronokon

A dopaminerg RPa2 neuron és a visceralis neuroszekrécids sejt (NS) akti-
vitasanak fokozasaval reagal a lokalisan applikalt met-enkefalinra (1. abra):

20 sec

1. 4bra. A neuroszekréciés (NS) és a dopaminerg (RPa2) neuron aktivitdsi mintazata.
A metenkefalin sejtfelszinre torténé applikalasat nyil jeldli

Fig. 1. The activity pattern of the neurosecretory (NS) and dopaminergic (RPa2) neurons.
Application of met-enkephalin to the cell surface is shown by an arrow

mindkét neuron tiizelési frekvencidja megndtt és az aktivitdsi mintazatban
megjelentek vagy megszaporodtak a serkent6 posztszinaptikus potencialok
(EPSP). Azonban a két sejten a met-enkefalin serkenté hatasanak lefutasdban
kilonbségeket lehetett kimutatni, amennyiben a neuroszekréciés sejten a hatas
hosszan tarté, mig az RPa2 neuronon gyors lefutdst volt. Az RPa2 sejten a
gyors serkentd valaszt rovid idejli (10—20 sec) gatlas kovette, majd az eredeti
aktivitasi mintazat helyredllt. A met-enkefalin hatékonyabb volt a peptiderg
neuroszekrécids sejten, mint a dopaminerg RPa2 neuronon. A met-enkefalin
hatasa fiziolégias oldattal gyorsan és jol megszintethet6 az RPa2 sejten, de
a peptiderg neuronon a mosas ellenére percekig fennmarad.
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Ugyanezen a két sejten vizsgaltuk a morfin hatasat is, mely erés serken-
tést valtott ki (2. és 3. abra). A morfin hatdsa rendkivil intenziv volt és az
applikalast kovet6en 8—10 sec mulva jelent meg, de az applikalas teljes idején
valtozatlan erésséggel fennmaradt. A spontan tiizelés frekvenciajat a morfin a
neuroszekréciés sejten maximum 300%-al, az RPa2 neuronon pedig 600—
700%-al ndvelte (2. és 3. abra). A morfin hatds csak tobbszorés mosassal
szlintethetd meg.

2. &bra. Morfin hatdsa a neuroszekrécios sejten (NS)
naloxon nélkil (A) és naloxon jelenlétében (B)

Fig. 2. Effect of morphine on the neurosecretory (NS) cell without (A) and in the presence
(B) of naloxone

Morfin kezelés hatasara nemcsak a spontan kisulés frekvenciaja valtozik
meg az RPa2 neuronon, hanem a sziv ingerlésére fellép6 gatlo valasz is valtozik.
Tiz perces morfin kezelést kovetéen az RPa2 sejten a sziv taktilis ingerlése nem
valt ki gatlast (4. abra). E hatas kivaltdsahoz a morfin 10 pM-nal magasabb
dézisai szikségesek.

Naloxon hatdsa a met-enkefalin és morfin indukalta valtozasokra

A naloxon morfin-, és endogén peptid antagonista tulajdonsadga mindkét
vizsgalt sejten igazolhatd volt. Az RPa2 sejten a naloxon teljesen blokkolta a
met-enkefalin serkent6 hatdsat (5. dbra), mig a morfin er6s serkentd hatasat
teljesen nem szintette meg, csupan csdkkentette (2. és 3. abra). Magasabb na-
loxon koncentracidok a neuroszekrécios sejten is antagonizaltak a morfin hatasat
(6. abra). A naloxon 6nmagaban nem befolyasolta a vizsgalt neuronok tiizelési
aktivitasat. A naloxon nem befolyasolta a sziv ingerlésével RPa2 neuronon
megjelend gatlo valasz lefutdsat sem.
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RPa2

3. 4bra. Morfin hatdsa a dopaminerg sejten (RPa2)
naloxon nélkil (A) és naloxon jelenlétében (B)

Fig. 3. Effect of morphine on the dopaminergic neuron (RPa2) without (A) and in the presence
(B) of naloxone

4. abra. Morfin hatadsa a dopaminerg sejt (RPa2) szivb§l ered6 gatlé bemenetére

Fig. 4. Modification of the inhibitory input running from the heart to the RPa2 neuron upon
the influence of morphine

A met-enkefalin, a dopamin és az 5HT hatds kapcsolata

Koradbban Stefano és Catapane [39, 40], valamint Stefano és Hiripi
[41] igazoltdak a met-enkefalin dopamin-szintet nével6 hatasat Mytilus és Ano-
donta fajokon s ezt a hatdst naloxonnal bénitani lehetett. Tisztazni kivantuk,
hogy a dopamin és met-enkefalin azonos mechanizmusok révén befolyasolja-e
a neuroszekréciés és dopaminerg neuron aktivitdsat. A dopamin ndveli a NS sejt
tlizelési frekvenciadjat és gatolja az RPa2 sejt kistiléseit (7. &bra). A dopamin e
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5. 4bra. Met-enkefalin hatdsa a dopaminerg sejten (RPa2)
naloxon nélkil (A) és naloxon jelenlétében (B)

Fig. 5. Effect of met-enkephalin on the dopaminergic cell (RPa2) without (A) and in the
presence of (B) naloxone

6. abra. A morfin és naloxon ismételt applikdldsa a neuroszekréciés (NS) és dopaminerg sejten
(RPa2). A nyil afiziolégias oldat cserét, ill. a naloxon és morfin applikalast jelzi
Fig. 6. Effect of repeated application of morphine and naloxone on the neurosecretory (NS)
and dopaminergic (RPa2) neurons. The arrows show the change of physiological saline and/or
that of the application of morphine and naloxone

két hatdsa kdzul a naloxon csak a gatlast antagonizéalja az RPa2 sejten
(8. abra).

Az 5-hidroxitriptamin az RPa2 neuron tizelési frekvenciajat megnoveli,
s ezt a naloxon nem képes kivédeni (9. abra).



7. 4bra. Dopamin hatdsa a neuroszekréciés (NS) és dopaminerg (RPa2) sejten
Fig. 7. Effect of dopamine on the neurosecretory (NS) and dopaminergic (RPa2) neurons

RPa2

20 sec

8. 4bra. Naloxon hatdsa a dopamin indukalta gatldsra az RP a2 sejten
Fig. 8. Effect of naloxone on the inhibition evoked by dopamine on the cell RPa2
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9. abra. 5HT hatdsa az RPa2 sejten naloxon nélkil (A) és naloxon jelenlétében (B)
Fig. 9. Effect of 5HT on the cell RPa2 without (A) and in the presence of (B) naloxone

A monoaminok és ciklikus nukleotidok szintjének valtozasa
Anodonta cerebralis ganglionjaban met-enkefalin és morfin
kezelést kovetben

Anodonta cerebralis ganglionjdban met-enkefalin kezelés hatdsara a dopa-
min szint 73%-al az 5HT szint pedig 32%-al névekszik (10. abra). Morfin keze-
Iés a dopamin-szintet 169%-kal ndvelte, s ugyanakkor az 5HT szintet 31% -kal
csokkentette. A naloxon a met-enkefalin 5HT és DA szint nével6 hatasat ki-
védte. Azonban a naloxon a morfinnak csak DA-szintet ndvel6 hatésat
antagonizalta az 5HT szintet csékkent6 hatasat nem (10. &abra).

A monoaminok szintjében fellép6 valtozasok mechanizmusanak feltarasa-
hoz a ciklikus 3’,5-AMP és ciklikus 3°,5’-GMP valtozasait is vizsgaltuk met-
enkefalin és morfin kezelés utdn. A met-enkefalin 45%-kal csokkentette a CAMP
szintet és 68%kal novelte a cGMP szintet. A hatds do6zis-fligg6 volt (11. abra).
A morfin hasonlé hatdst volt, 43%-kal csokkentette a CAMP szintet, és 74%-
kal ndvelte a cGMP szintet Anodonta cerebralis ganglionjaban. A ganglion na-
loxonnal valo el6kezelése kivédte mind a met-enkefalin, mind a morfin ciklikus
nukleotid szintre kifejtett hatasat (11. abra). A naloxon az egylttesen adott
met-enkefalin és morfin hatdsat is antagonizalta a ciklikus nukleotid szint mo-
duladlasaban. A ciklikus nukleotidok szintjére spontan fluktuacié nem volt jel-
lemz6 [37].
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10. abra. Met-enkefalin és morfin hatasa, valamint a hatads naloxonnal val6 antagonizalhal6saga
Anodonta cygnea cerebralis ganglionjénak monoamin szintjére

Fig. 10. Effects of met-enkephalin and morphine on the monoamine levels in the cerebral
ganglia of Anodonta cygnea and their inhibition by naloxone

k e z e | é s

11. &bra. A met-enkefalin és morfin hatdsa Anodonta cygnea cerebrélis ganglionjanak ciklikus
nukleotid szintjére, valamint a hatas naloxonnal valé antagonizalhatésaga

Fig. 11. Effects of met-enkephalin and morphine on the cyclic nucleotide levels in the cerebral
ganglia of Anodonta cygnea and their inhibition by naloxone

Opiéat receptor kdt6dés gerinctelenekben

15 X 10~9M 3H-naloxont hasznalva levallorphan (10-7, 10~6vagy 10-5
M) jelenlétében a nem-specifikus kot6dést 4-szer magasabbnak taldltuk az
Anodonta és Helix kézponti idegrendszerében, mint a patkany agyban [22, 28].
A specifikus kotédés a total kot6désnek mintegy 10% -at teszi ki és a receptor
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denzitds nem haladja meg a 0,5 fmoles 3H-naloxon kotés/mg fehérje értéket.
Ugyanakkor egy rovar, a Locusta, kdozponti idegrendszerében a specifikus re-
ceptor kot6dés elérheti a totdl kot6dés 40% -at is [37].

A sztereospecifikus enkefalin kétédésének szezonalis valtozasa
*

Stefano és mtsai [43] az opiadt peptidek dopamin-szint moduldl6 hatasa-
ban szezondlis ingadozast talaltak. A met-enkefalin és DALA tavasszal és 6sz-
szel novelték a DA szintet, de nyaron nem. Az enkefalin sztereospecifikus k&ot6-
dése is hasonld szezondlis valtozast mutatott, tavasszal és 6sszel volt a legmaga-
sabb és nyaron a legalacsonyabb (12. abra).

E3 met. enkefalin (40/jM) D dala (10/iM

E2InM O 3nM
1251 jelzett FK 33-824

12. &bra. A dopamin-szint valamint az opiat-receptorok sztereospecifikus kot6désének szezonalis
ingadozasa Mytilus edulis cerebralis ganglionjaban [43]

Fig. 12. Seasonal changes in the level of dopamine and the stereospecific binding of opiate
receptors in the cerebral ganglia of Mytilus edulis [43]

Aprilisban, majusban és szeptemberben a met-enkefalin (4 X 10~5M) és
DALA (10-5 M) 40% korili DA szint emelkedést eredményez 60 perccel a keze-
lést kovetben. Janius, julius és augusztusban ugyanezek az opiat peptid kon-
centraciok nem valtoztatjak meg szignifikansan az endogén dopamin-szintet.
Ebben a periédusban a DALA és met-enkefalin nagy dozisai is hatastalanok
voltak [43, 45].

46



A 15)-jelzett FK 33—824 (a met-enkefalin met-sulfoxid-carbinol szarma-
zéka, ami a met-enkefalin hatékony agonistaja) sztereospecifikus kot6dése is
szezondlis variaciét mutatott (12. dbra). A kot6dés minden hénapban sztereo-
specifikus, telithetd és reverzibilis volt. A maximalis kdt6dést aprilisban mértik
(2,5 X 10 13mol receptor/mg fehérje, 10'8M FK 33—824 adasakor), amely
mar majusban 30%-kal csokkent (12. dbra). A nyari honapokban (janius, jalius,
augusztus) 33%-os volt a csokkenés az aprilisi értékhez viszonyitva. Az opiat
receptorok érzékenységében megfigyelt szezonalis valtozasok is kozbejatszhat-
nak abban, hogy masok [21, 22] nem tudtak Molluskdkban sztereospecifikus
kot6dést kimérni. A szezonalis valtozasok oka még nem ismert.

A Molluskdkon végzett kotédéses vizsgalatok alapjan a gerincesekéhez
hasonlo jellegzetességekkel bird opiat receptorok jelenlétét gerinctelenekben is
igazoltnak tekinthetjik. A Molluskdkban is kétfajta opiat receptor van [45].
Simantov és Snyder [29] irtak le a met-enkefalin magas és alacsony affinitasd
kotShelyeit gerincesekben. Ugy vélik, a met-enkefalin a két receptor kéziil bar-
melyikkel reakcidba Iéphet, vagy ugyanazon receptor eltéré6 konformacidja biz-
tosithatja az eltéré reakciot [51]. A kettes szamU( opiat receptor viszonylag
naloxon rezisztens gerincesekben és Molluskdkban egyarant [45].

iMorfin tolerancia vizsgalata Helix pomatia viselkedésében

A morfin tébbszords bevitelére fellép6 viselkedési valtozasokat is vizsgal-
tuk Helix pomatia aktiv egyedein. E faj alkalmas ilyen jellegl vizsgalatokra,
mivel lokomocios aktivitasa, behGzédasi, megfordulasi és taktilis ingerre meg-
jelend reflexei kdnnyen nyomon kdvethet6k és mérheték.

E kisérletekben a ganglionok kérnyékére subcutan 50 p\ morfint fecsken-
deztink be, a kettés kontroll nem kezelt és fizioldgias oldattal kezelt egyedekhdl
allt. A kezelt és nem kezelt allatok rigiditasat, immobilizal6dasat megfordulasi
viselkedését és a bdr taktilis ingerlésre fellép6 reakcidit kisértik nyomon 5 na-
pon at. A megfigyel6 nem tudta, melyik allatcsoport kapott morfiumot. A
morfin kezelést 6 6ranként ismételtik 5 napon at.

A morfin subcutan bevitele Helix-ben ddézis fligg6éen novelte az allatok
rigiditasat és immobilitasat (1. tdblazat). Megsz(int a valasz a b6r taktilis inger-

L tablazat

Helix pomatia viselkedési reakci6i morfin kiilonb6z6 dézisaira, valamint naloxon kezelésre
Table 1. Behavioral reactions of Helix pomatia to various doses of morphine and naloxone

i BT i I
Fiziolégias oldat 15 0 + 0
Morfin 0.1 5 0 + 0
Morfin 1,0 4 25 - 2—0,3
Morfin 3,0 4 180 - 3
Morfin 10.0 4 198 - 3
Morfin -J- Naloxon 3+ 1 4 15 - 1
Morfin -j- Naloxon 3+ 10 4 0 + 0

Megjegyzés: Minusz jelet az elforditott helyzetben maradé allatok kaptak. A rigiditds értékét
tetsz6leges mértékegységben adjuk meg, legerésebb a 3 (lasd [46]).
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lésére, majd a labizom elernyedt, kb. 30 perccel a morfin kezelést kovetben.
Ebben az allapotban maradt az allat 2—3,5 6ran at. Ha az allatot nem habor-
gatjak, ebben az allapotban mozdulatlan marad, ha megérintik, lassu, helyi
kontrakcié figyelhetd meg, de azt nem lehet a kezeletlen allat beblGzédéasi reak-
ci6jahoz hasonlitani.

A masik jellegzetes reakcié az allat helyzetével kapcsolatos. A nem kezelt
allatok, ha oldalra vagy hatra forditjuk azonnal megprébaljak a normalis test-
helyzetet felvenni (megfordulasi vagy testhelyzet korrigalé reflex). Ugyanakkor
a morfin kezelt allatok oldalra forditas utan diszkoordinadlt mozgasokat végez-
nek a helyes testtartas felvétele helyett.

Naloxon el6kezelés, vagy morfinnal egyideji bevitele, alkalmas a morfin
viselkedésre kifejtett hatdsainak megsziintetésére. Egymagaban a naloxon nem
valtott ki viselkedés valaszt Helix pomatian.

Tobb napon at folytatédd morfin kezelés (6 dranként) csékkenti az allat
mozdulatlansagban toltott idejét (11. tdblazat), az allatok biperaktivakka val-
nak. Hosszas morfin kezelés hatasara az allatok nem kerilnek egyaltalan nyu-
galmi allapotba.

Il. tablazat

Hosszas morfin kezelés hatdsa Helix pomatia aktivitdsara
Table 2. Effect of prolonged morphine treatment on the activity of Helix pomatia

Az az id6 %, melyet bizonyos fajta aktivitashan tolt az
allat (6 6ras megfigyelési periédus alatt)

Nap/inter- 67i
Ssllll?rrelr Dozis N Immobilizalt Aktiv Nyugalom
K F M K F M K F M

1. 9*-15h 3 4 55 100 100 45 X

15h-21h 3 4 — —_ 45 100 91 55 - 9 —
2. 3 4 -X - 25 66 16 68 34 84 7

15h-21h 3 4 — - 16 39 21 84 61 79 —_
3. 9h—15h 3 4 - - 2 5 65 97 95 35 -

15h—21“ 3 4 — — 2 5 63 98 95 37 —
4. 9h—15h 3 4 — -X 1 — 41 99 100 59 —
5. 91—151 10 4 - - 31 - 35 69 100 65 -

15h—21h 10 4 - - 12 - 27 88 100 73 -

21>*-3h 10 4 — — 2 10 30 98 90 70 _

Megjegyzés: Az allatokat 4 napon &t folyamatosan megfigyeltik. Az egyes mozgasformakkal
toltott id6t 6 6ras periddus %-aban fejeztik ki a morfinkezelést (M), vagy fiziol6gias
oldatot kévetéen (F). K = kezeletlen kontroll. A morfin kezelést 6 éranként meg-
ismételtik [46].

A morfin kezelés 4. napjan az allatokon a tolerancia jelei kezdtek mutat-
kozni (3 pM morfin adaghoz). Ekkor nagyobb dézis hatasara (10 pM morfin)
az allatok nem keriltek nyugalomba, hanem hiperaktivakka valtak néhany
orara, majd Gjra aktivalhatok voltak Gjabb 10 juM adag morfinnal, de ekkor
mar csak 20 perces id6tartamra. A morfin adast minden esetben hiperaktiv
fazis kovette. A taktilis ingerre is megszlnt a valasz a kezelés 4. napjan. A
naloxon kivédte a morfin immobilizacidét kivalté hatasat. A testhelyzet korri-
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galéason és taktilis reflexen is hatékony volt a naloxon, kivédte a morfin hata-
sat. A morfin hatdsara hiperaktivva valt allatokat analoxon immobilizalta, de
csak a csigahéjhoz kozel htuzoédtak be, feltiletesen (I111. tablazat).

1. tablazat

Helix porndlia testhelyzet korrigalé képességének valtozasa morfin-kezdést kovetéen
Table 3. The righting reflex of Helix pomatia after treatment with morphine

1d6 (min)
Nap Fiziol6gias Morfin Kezeletlen
oldat kontroll
i 0:20 3:45 0;19
2. 0:21 3:00 0:18
3. 0:18 0 :58 0:18
4. 0:21 0:40 0:18

Megjegyzés: Az allatokat 9 drakor kezeltik morfinnal, s a tesztelés 4 6raval kés6bb tortént.
Az allatokat oldal-helyzetbél valé testhelyzet korrigalasra teszteltiik [46].

Adataink az irodalomban el6szér igazoltak morfin tolerancia kialakulasat
gerinctelen fajon [46]. A tolerancia az a jelenség, amikor egy anyag adott dézisa
ismételt adasra kisebb valaszt valt ki, mint els6é bevitelre. Ez tulajdonképpen
az adaptacio egy formaja.

Eml&sékben az opioid peptidek immobilizaciot, a testhelyzet szabalyoza-
sanak karosodasat és nagyfoku izomrigiditast valtanak ki [11, 16]. Hasonld vi-
selkedési valtozasok figyelhet6k meg Helix pomatian tartés morfin kezelésre.
A tolerancia a 4—5. napra alakult ki Helixben, de ezt nagyobb morfin adagok-
kal meg lehetett sziintetni, bar a hozzaszokas ekkor mar gyorsabban alakult ki
Gjra.

Az immobilizaciot koveté hiperaktivitas ideje tartds morfin kezelésben
Helixen egyre ndtt. Patkanyokban ugyanilyen kétfazisos viselkedést irtak le
morfin kezelést kévetéen [4]. E hatast is kivédi a naloxon.

Az eredmények igazoljak, hogy morfin tolerancia kialakithaté gerinctelen
allatokban. A lokomocios aktivitdas modulaciojaban vagy kivaltasaban részt
vesznek az endogén opioidok Helix pomatian.

Meghbeszélés

Az irodalombdl ismert, hogy gerinctelenek kézponti idegrendszere tartal-
maz bioldgiailag aktiv peptideket, s ezek az idegi aktivitast képesek befolya-
solni [7]. Az utébbi években immuncitolégiai moédszerekkel rovarok garat kérali
ganglionjanak neuroszekréciés sejtjeiben a vazopresszin és neurofizin mellett
a-endorfint is kimutattak [24, 25]. Zipser [54] Hirudo medicinalis peptiderg
neuronjaiban azonositott enkefalint. Lumbricus terrestris agyi ganglionjaban
enkefalin és /3-endorfin jelenlétét igazoltak immuncitolégiai mdodszerekkel [2,
24], Amd6bakban az opiat peptidek Ca-mozgast, s ezen keresztil pinocitézist
gatlé szerepét irtdk le, ahol a met-enkefalin, morfin és kodein a Ca2+-mozgés
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gatlasaval potencirozza a pinocitozist. A fenti effektusokat a naloxon kivédi
[14]. Mindezek az adatok azt mutatjak, hogy nem lehet az endogén opiat me-
chanizmusok jelenlétét és mikodését a gerincesekhez kétni, ellenkezéleg, az
opiatok egysejtliektél kezdve részesei a kémiai szabalyozasnak.

Sajat korabbi és jelen vizsgalataink igazoltdk, hogy a met-enkefalin és
morfin néveli egy dopaminerg és egy peptiderg neuron tiizelési frekvenciajat
[10, 37, 44]. A naloxon épplgy, mint Mytilus fajban [38] és gerincesekben [12]
specifikusan blokkolja Helix kézponti neuronjain a met-enkefalin és morfin
hatasat. Az opiat receptorok naloxonnal térténdé blokkolhatdésaga igazolja, hogy
molluskak idegsejtjeiben opiat-mechanizmusok mikddnek.

Az a megfigyelésink, hogy a naloxon antagonizalja a dopamin gatlé hata-
sat a dopaminerg RPa2 neuronon, de nem befolyasolja a DA serkent hatasat
a neuroszekrecids sejten két szemponthol is figyelmet érdemel:

1. Mivel a met-enkefalin megvaltoztatja a DA szintet is, ezért ha a rend-
szerben van reciprok mechanizmus, a DA képes modulalni az endogén peptid
receptorokat.

2. A naloxon a dopamin és met-enkefalin hatasat egyarant blokkolja a
dopamin-tartalmd RPa2 neuronon, bar e sejtet a met-enkefalin rovid gatlas
utan serkenti, a DA pedig egyértelmien gatolja.

Ezen adatok megengedik azt a feltételezést, hogy a naloxon specificitas a
D A-tipust receptorokra is kiterjed. A vizsgalatok szerint Molluskakban is két
DA receptor van, egy naloxon-szenzitiv és egy naloxontél fiiggetlen, a gerince-
sekhez hasonléan [4].

Helix pomatidn Erdélyi és mtsai [6] a leu-enkefalin hatasat vizsgalva a
legtébb neuront érzéketlennek taldltak leu-enkefalinra és naloxonra egyarant.
Egyes, nem identifikalt sejteken 2—6 mV-os hiperpolarizaciot regisztraltak
leu-enkefalin hatdsara, s ezt a naloxon antagonizalta. Az ACh altal létrehozott
K-fiigg6 hiperpolarizaciot a leu-enkefalin csokkentette, s ez utébbi hatéast is
megsziintette a naloxon. Egyes sejteken a leu-enkefalint és naloxont agonista-
nak talaltdk. A szerz6k szerint az a tény, hogy a leu-enkefalin hiperpolarizal
egyes sejteket, mig masokon gatolja a lassi H-valaszt azt mutatja, hogy ala-
csony az opioid receptorok érzékenysége és slr(isége csiga neuron membréanban.
Erdélyi és mtsai [6] adatainal azonban figyelembe kell venni, hogy a leu-enke-
falin kevésbé, vagy egyéaltalan nem hatasos opiat, ésa metionin/leucin-enkefalin
el6fordulasi aranya gerincesekben is 5/1 [17], igy a leu-enkefalin hatdsanak vizs-
galata Helix pomatia kézponti idegrendszerében nem elégséges az opiat recepto-
rok jelenlétének igazolasdhoz vagy kizardsdhoz. A két opiat hatasaban fellel-
hetd kilonbségek eltéré sebességli lebomlasukkal is kapcsolatban lehetnek.

Aplysia kolinerg szinapszisaiban a morfin posztszinaptikus receptor gatlé
hatasat irtak le, melyet a naloxon nem antagonizal [52]. Masok a morfin preszi-
naptikus, transzmitter-felszabadulast modulalo hatasarél szamoltak be Aplysia
neuronokon [49]. Nem identifikalt Helix neuronokon a morfin gatlo hatasat a
naloxon kivédi [34], Helix pomatia Br-neuronjan az oxitocin, lys-vazopresszin
és leu-enkefalin csoportos kistiléseket valtott ki, vagy ndvelte azok gyakorisa-
gat, mely hatasok ciklikus nukleotidok kdzrem(ikédésével valosulnak meg [20].
Kordbban Vadasz és Stefano [44] igazoltdk a morfin és met-enkefalin burst-
frekvenciat fokozé hatasat Helix Br-neuronon, ill. azok naloxonnal valé anta-
gonizalhatésagat.

A vizsgalatok igazoltak, hogy a morfin és enkefalin képes szabalyozni a
dopamin anyagcsere ciklusat Molluskdkban és gerincesekben egyarant [27, 38,
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42, 45], s e hatast mindkét térzsben naloxon antagonizalja. Az 5HT szint befo-
lyasolasa nem-specifikus receptorok aktivalasanak kdovetkezménye, amit az is
igazol, bogy az RPa2 sejten az 5HT indukalta serkentést naloxon nem befolya-
solja. Gerinceseken azonban feltételezik az opiat mechanizmusok triptaminerg
regulacidjat, mivel az 5HT felvételt bénité anyag, az indalpin csokkenti a mor-
fin és petidin fajdalomcsdkkentd hatasat, s ez nem a morfin receptorhoz valo
kot6désének megvaltoztatasara, vagy a receptorokra valé hatasra épil [50].

A metionin-enkefalin és morfin csékkentik a cAMP-szintet és névelik a
cGMP-szintet Anodonta kdzponti idegrendszerében; mindkét hatast antagoni-
zalja a naloxon. A méasodik messenger részvétele peptid hatdsok megvaldsulasa-
ban gerinceseken sem tisztazott egyértelmdien.

Gerinctelenek kdzponti idegrendszerében az enkefalin aktivitas és az
opiat receptor kotés egyarant bizonyitottnak tekintheté, bar Molluskakban a
sztereospecifikus kot6dés alacsonyabb, mint rovarokban. Immuncitokémiai
maddszerrel azonban férgekben, piécaban, Locusta és Bombyx agyaban specifikus
neuroszekrécios sejteket talaltak, melyek /1-endorfint valasztanak ki [2, 24, 25,
54]. A Molluskdkban mért alacsony sztereospecifikussag az alkalmazott méd-
szer elégtelenségét is tikrozheti. Ennek ellenére az altalunk mért sztereospecifi-
kus kot6dés 25-szér magasabb a Simantov és mtsai [28] &ltal Molluskéakra
kozolt értéknél. Simantov és mtsai [28] rovarokban és Molluskakban egyfor-
man alacsony opiat receptor slriiséget irtak le, de adataink szerint rovarokban
ez az érték magasabb.

Adataink szerint Molluskdak kézponti idegrendszerében gerincesekben le-
irt tulajdonsagd opiat receptorok vannak jelen és funkcionadlnak. Adataink
alapjan feltételezhetd, hogy az endogén opidatok hasonld szerephez jutnak ge-
rinctelenekben is, mint gerincesekben [19, 33], vagyis a peptid hormonok és
katekolaminok kdlcsondsen szabalyozhatjak egymas felszabadulasat. A szaba-
lyozas azonossagabol kévetkezik, hogy az opioid peptidek emlékezési folyama-
tokban jatszott szerepe is sejt szinten vizsgalhatdo Molluskdk kézponti idegrend-
szerében. Az utébbi idében igazoltak, hogy nemcsak a vazopresszin és oxitocin
vesz részt az emlékezés kémiai modulacidjaban, de az opioid peptidek is [8, 47].
A morfin toleranciat az emlékezet sajatos formajanak tekintik, melyet a vazo-
presszin facilital [3, 5]. A tolerancia kialakuldsanak mechanizmusai is direkt
vizsgalhatok Molluskak opiat-érzékeny neuronjain.

Osszefoglalas

Vizsgéalataink igazoltak, hogy Molluskdk kézponti idegrendszerében a ge-
rincesek agyaban feltart opiat receptorokhoz hasonlé tulajdonsagu opiat recep-
torok és opiat-érzékenység van jelen.

1. Helix pomatia kdzponti idegrendszerében a met-enkefalin és mor-
fin néveli a dopaminerg (RPa2) és neuroszekréciés (NS) neuronok tiizelési frek-
venciajat, s e hatast a naloxon antagonizalja. A sziv ingerlésével RPa2 sejten
kivaltott gatlé valaszt morfin kezelés megsziinteti, sanaloxon a morfin hatdsat
e reflex-valaszban is antagonizalja.

2. A naloxon blokkolja a dopamin gatlé hatadsat az RPa2 sejten, de nem
blokkolja a dopamin serkentd hatadsat a neuroszekréciés sejten. A dopamin re-
ceptorok koézul csak az egyik mutat naloxon-érzékenységet. Az 5HT receptorok
nem vesznek részt az endogén opiatok hatdsaban Molluskakban.
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3. A met-enkefalin és morfin néveli a dopamin szintet Anodontu cygnea
cerebralis ganglionjaban. Ugyanakkor mindkét agens csdkkenti a cAMP, és
ndveli a cGMP szintet. E hatds is bénithaté naloxonnal.

4. Anodonta és Helix k6zponti idegrendszerében a nem-specifikus naloxon
kot6dés 4-szer magasabb, mint a patkany agyban, de ennek csak 10%-a sztere6-
specifikus, s a receptor s(iriség viszonylag alacsony. A met-enkefalin DA szint
novel6 hatdsa és a sztereospecifikus kot6dés Molluskak kdzponti idegrendszeré-
ben szezonalis ingadozast mutat. Legalacsonyabb értéket a nyari honapokban
lehet talédlni.

5. Helix pomatia a morfin t6bb napon at térténd bevitelére tolerancia ki-
alakitasaval reagal, mely parhuzamba allithaté gerincesek hasonlé viselkedésé-
vel.

6. A Molluskdkban kimutatott opiat receptorok felhasznalhaték a morfin
tolerancia sejt-szintli mechanizmusainak feltarasara, tovabba az opioid pepti-
dek és neurotranszmitterek kapcsolatanak tisztazasara.
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DISTRIBUTION AND PHARMACOLOGICAL PROPERTIES OF OPIATE
RECEPTORS IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM OF MOLLUSCS

Katalin S.-Rézsa, Laszl6 Hiripi and G. B. Stefano*

Biological Research Institute of the Hungarian Academy of Sciences, Tihany, Hungary
Jand *East Coast Neuroscience Foundation Inc., Northport NY 11768, USA

The investigations demonstrated that opiate sensitivity and opiate receptors are present
at the central nervous system of molluscs and have similar pharmacological properties as
reported of mammals.

1. In the central nervous system of Helixpomatia met-enkephalin and morphine acceler-
ated the firing frequency of the dopaminergic (RPa2) and neurosecretory (NS) cells. The
effect of both agents was blocked by naloxone. The inhibitory effect evoked by heart stimula-
tion on the cell RPa2 was blocked with morphine treatment and naloxone eliminated the
effect of morphine in this reflex, too.

2. Naloxone blocked the inhibitory effect caused by dopamine on the RPa2 cell but
failed to alter the excitatory effect caused by dopamine on the neurosecretory cell. Out of
the dopamine receptors only one showed naloxone sensitivity. 5HT receptors were not involved
in the effects of endogenous opiates in molluscs.

3. In the cerebral ganglia of Anodonla cygnea met-enkephalin and morphine increased
the dopamine level. Both agents increased the levels of cGMP and decreased the levels of
CcAMP. Their effects on dopamine and cyclic nucleotide levels were blocked by naloxone.

4. In the central nervous system of Helix and Anodonta the non-specific binding of
3H-naloxone in the presence of levallorphan was 4 times higher than in the rat brain, however,
only 10 per cent of the binding proved to be stereospecific, and the density of the receptors
was comparatively low. The increase in the level of dopamine on the influence of met-enkepha-
lin and the stereospecific binding showed seasonal variations in the central nervous system of
molluscs. The lowest values were found in summer.

5. Helix pomatia can develop tolerance to repeated giving of morphine, which can be
taken as an analogy of the similar behaviour of mammals.

6. The opiate receptors demonstrated in molluscs can be used for studying the cellular
mechanisms of morphine tolerance, as well as for the investigation of the connections between
opioid peptides and neurotransmitters.
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Bevezetés

Az utébbi években tdbbszdér beszamoltunk arrél, bogy az L-lizin és for-
maldehid k6zo6tt szimultdn spontan metilezési és formilezési reakcid jatszodik le.
A reakciéban mar szobah6meérsékleten bioldgiai (enzimatikus) vagy kémiai (re-
duktiv) katalizis nélkil is N-metilezett és N-formilezett lizinek képz6dnek, ame-
lyeket izolaltunk a reakcioelegybdl és megfeleléen azonositottunk [28, 32],

A reakcié az Eschweiler altal mar 1905-ben publikalt reakcié hatarese-
tének tekinthetd. Mig azonban Eschweiler [2] N-metilezett alifas aminok for-
maldehiddel torténé el6allitdsakor nagy nyomast és nagy hémérsékletet (120 —
160 °C) alkalmazott, ugyanakkor ez a reakcio L-lizinnel spontdn és mar szoba-
hémeérsékleten is lejatszodik.

A spontan reakci6 jelent6ségét fokozza, hogy a fehérjékben a peptidkdtés-
ben levé L-lizinnel is lejatszédik, mivel a lizin extra e-amino csoportja kozel
olyan erds bazis, mint az alifas aminok. A peptidkdtésben levd L-lizint blokkolt
lizinnel, N“-acetil-L-lizin-metilamiddal modelleztik [32].

Jelzett formaldehiddel végzett vizsgalataink (4CH20, C3H 20) azt is iga-
zoltak, hogy a reakcio L-lizin, ill. blokkolt lizin esetében marnagyon kis formal-
dehid koncentracioval is végbemegy (0,001 %-os formaldehid -14C oldat) és mar
5 °C-0s h6mérsékleten is.

A reakciéban mindig szimultan képz6dott a jelzett Ne-metil, ill. Ne-formil
csoport [28].

A reakcié szkémaja a kovetkez6:

@0 -NHCH3 Cf)NHCH. CIO-NHCH,

Ac. HN-CH Ac. HNAH ACHN-CH  -mlAcOOH
I%HA *ch2o eich2)4 X (CH2)4 '
N H-RiwroH hin-ch3

PA aceti!-L-lizin - CO-NHCH3 N-acetil -N- metil
metilamid Ac.HN-CH L- lizin-metilamid
0 + H0
H

Ni- acetil - hi- forrnil- L-lizin - metilamid
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Mivel a bioldgiai rendszerekben, mind szabad mind peptidkdtésben levd
lizinnel és endogén formaldehiddel is szamolni kell, a fenti reakciok in vivo is le-
jatszodhatnak és nagy biologiai aktivitasi Ne-metilezett lizinek keletkezhetnek.
Kozulik az Ne-trimetil-L-lizin a legaktivabb; sejtszaporodast fokozé hatasa
van [21, 30].

Ezek a vegyliletek enzimatikus Gton transzmetilezéssel is keletkezhetnek
S-adenozil-L-metioninnal mint természetes metildonorral. Az ilyen reakci6 gat-
lasaval ebben a kézleményben nem foglalkozunk.

Az Nf-metil-lizinek keletkezhetnek pl. kiillonb6z6 formaldehid prekurzo-
rokbél (aminopirin [3,4], dimetil-nitrozamin [6,15, 29] stb.) demetilaz enzimek
hatdsara felszabadult formaldehid és L-lizin reakcidjakor.

Turberville és Craddock [23] jelzett dimetil-nitrozaminnal injektalt
patkdnyok majaban jelentds mennyiségl jelzett formaldehidet és jelzett Ne-
metilezett lizineket (N&trimetil-L-lizint is) mutattak ki mar 2 draval az injek-
talas utan. Bar feltételezték, hogy a formaldehidnek is szerepet kell jatszani a
metilezésben (nemcsak mas hipotézis szerinti metil-kationnak, ®CH3) de erre
bizonyitékot nem taldltak. Ezért csak azt jegyezték meg a felszabadul6 formal-
dehidrél, hogy beépil a C”pool-ba. A két Sawicici [15] legutdbb megjelent
kényvében tobb szaz kiilonb6z6 tipusl és szerkezet(i szerves vegyliiletet muta-
tott be, mint formaldehid prekurzort, amelyekb&l demetildz enzimek hatasara
in vitro és in vivo kdrilmények kozott jelentés mennyiségl formaldehid szaba-
dul fel. Ismertették a felszabadulé formaldehid szamos reakcidjat is, aminosa-
vakkal, fehérjékkel, nuklein-bazisokkal és egyéb szerves vegy(letekkel. Az N-
metilezés lehet6sége azonban még hianyzik e sorbol.

Miutan kimutattuk lizin és formaldehid kdz6étt a spontan N'-metilezési
és N£E&formilezési reakcidt, vizsgalni kezdtik, hogy lehet-e e reakciokat ga-
tolni vagy megakadalyozni. Feltételeztik, hogy a metilezés gatlasaval egy-
idejlileg a formilezési reakcié sem jatszédhat le, mivel a formil csoporto-
kat a metil csoportok keletkezésekor képz6dott aktiv hangyasav hozza létre
[28, 32],

A reakcio gatlasara csak olyan vegyileteket vettink szamitasba, amelye-
ket biolégiai rendszerekben fel lehet hasznalni. Ismeretes, hogy a reakciét redu-
kalo szerek (NaHSCh, Na2520 4) és er6s protonald szerek (cc.HCI, cc.H2S04,
cc.HC.104, cc.HCOOH) — amelyek a lizin-NH2 csoportjat ® NB3ma alakitjak
(ezzel a nukleofil addiciot gatoljak) —, egyarant megakadalyozzak.

Biologiai rendszerekben ezek a vegyiletek nem alkalmazhatok a szliksé-
ges tdtménységben. A reakci6 gatlasara alkalmas altalunk keresett vegylletek-
nek a kdvetkez6 feltételeket kell kielégitenidk:

— gatolja a spontan metilezési reakcidt;

— redukalja a formaldehidet;

— jo antioxidans legyen, redox rendszert képezzen;

— befogja a demetilezéskor keletkezd gyokos termékeket;

— biol6giai rendszerekben is viszonylag nagy dézisban lehessen alkal-

mazni és ne legyen toxikus;

— a vegyulet metabolitjai kitriljenek a szervezetbdl;

— aplazmamembranon kdnnyen athatoljon.

Tajékozd6do vizsgalatok és elvi megfontolasok alapjan jutottunk az el6zé
feltételeket maradéktalanul kielégité vegyiletként az L-aszkorbinsavhoz [27].

Az aszkorbinsav alapvetd bioldgiai szerepével részletesen foglalkozé dssze-
foglalé munkak [1, 8, 20, 26] metilezést gatldo hatasat még nem emlitik.
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Tovabbiakban ismertetjiik azokat a vizsgalati médszereket és eredménye-
ket, amelyek igazoltak az L-aszkorbinsav spontdn metilezést gatlé hatasat.

Anyag és maédszer

Vizsgalatra felhasznalt vegyiletek

L-lizin (Reanal); L-aszkorbinsav (Reanal); formaldehid (36 —38%) (La-
cbema); szilard paraformaldehid (Merck); metanol (Reanal); etilénglikol (Rea-
nal); iV-acetil-L-lizin-metilamid (CIBA); D-izo-aszkorbinsav (Sczeczin); for-
maldehid-¥ (radioaktivitas: 1,97 mCi/g = 19,98 KBQ/cm3) (MTA lzotdp Inté-
zete); L-lizin-6-3H (radioaktivitasa: 250 mCi/mmol - 9250 MBQ/mmol) (MTA
Izotép Intézete); D20 (99,75% Deuterierungsgrad) (Merck).

A felsorolt vegylletek mind analitikai tisztasagtak voltak.

Azonositashoz felhaszndlt teszt anyagok

Ne-monometil-L-lizin. HClI (MML) (Sigma);

Ne-dimetil-L-lizin. HCI (DML) (Vega Biochemicals, Columbia);
NE&trimetil-L-lizin. 2 HCI (TML) total szintézissel el6allitva [12];
N£&formil-L-lizin (F-Lys) (Reanal).]

Vizsgalati modszerek

1. Rétegkromatografias vizsgalatokkal 6sszekapcsolt potenciometrikus titrala-
sok

100 cm3 0,01 molos L-lizin oldatot potenciometrikusan titraltunk 3%-os
formaldehid oldattal 25 és 45 °C-on kombinalt Gvegelektréddal, Radelkis OP-
205 tipusii potenciométeren. A hozzaadagolt formaldehid mennyiségének fligg-
vényében mértik a rendszer pH-valtozasat. A pH véaltozasokkal egy id6ében a
reakcidelegyb6l mintdkat vettink (10—10 fd-t) mind a kiindulasi, mind a ko-
zombdositett, mind pedig a k6zombosités utani reakcidelegybd8l 24 o6raig és
FIXION 50 X 8 er6sen kationcserél6 vékonyréteg lemezen (pH = 6,1 citrat
pufferben) nyomon koévettiik a reakcioban keletkezd ninhidrin pozitiv terméke-
ket.

Ugyanezt a formaldehides titralast 25 °C-on elvégeztiik ugy is, hogy az
0,01-mol L-lizin mellett 0,001; 0,005; 0,01; ill. 0,05 mol L-aszkorbinsav is jelen
volt. A 3%-os formaldehid oldatot titralas el6tt 0,01 n NaOH-dal pH = 7-re
kéozombositettik.

2. NMR-vizsgalatok

Szilard paraformaldehidb6l D 20-dal, 100 °C-os forralassal 1 mélos formal-
dehid oldatot készitettink. Az oldat 5 cm3, ehhez 0,505 g N“-acetil L-lizin-
metilamidot adtunk, hogy az oldat blokkolt lizinre 0,5 moélos legyen.

Az igy el6készitett reakcioelegyet 24 6ran keresztiil 37 i 1 °C-on termosz-
taltuk és Perkin Elmer R-12 60 MHZ NMR készilékkel felvettik a rendszer
NMR-spektrumat, &sszehasonlitva az N’-acetil-L-lizin-metilamid 0,5 mélos
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D 20-dal készilt oldataval. A reakciot megismételtik agy is, hogy a reakcid-
elegyben a formaldehid és blokkolt lizin mellett 0,1, 0,5, illetve 1 mol L-aszkor-
binsav is jelen volt.

3. Jelzett vegyuletekkel torténd vizsgalatok

Az L-lizin és formaldehid k6zotti reakciot pH = 7, foszfat pufferben L-
lizinnel (0,001 mdlos oldat) ésjelzett formaldehiddel (0,001 mélos ,4CH20-oldat,
radioaktivitasa 1,97 mCi/g 19,98 KBQ/cm3)is elvégeztik, 37 i 1°C-on, 24 6ra-
ig termosztalva areakcioelegyet. A termosztalas utan a reakcidelegyet FIXION
50 x 8 vékonyréteg lemezen felfuttattuk. A FIXION 50 x 8 rétegen a radio-
aktivitas eloszlasat Berthold vékonyréteg-kromatogram-scanneren hataroztuk
meg. Esetenként a ninhidrin reagenssel el6hivott kromatogramot 1 cm-es csi-
kokban lekapartuk, majd radioaktivitdsat az elualas utan Packard Tri Carb
3390, ill. Berthold BF 500 folyadék szcintillaciés spektrométerben hataroztuk
meg. A mérési adatokbol hisztogramot szerkesztettiink.

A reakcid tébboldald megkdzelitése érdekében a vizsgalatokat radioaktiv
L-lizinnel (L-lizin-6-3H, 0,001 modlos oldat) és inaktiv formaldehiddel (0,001
moélos oldat) is elvégeztik. Az el6bb vazolt reakciokat 0,001 és 0,005 mél aszkor-
binsav jelenlétében is megismételtik.

4. Gazkromatografias vizsgalatok

100 cm30,1 mélos formaldehid oldathoz 3,52 g L-aszkorbinsavat adtunk,
igy az oldat aszkorbinsavra 0,2 molos lett. Az oldatot termosztatban tartottuk
37 i 1°C-on, 24 6ran keresztil. Az id6 fliggvényében mintdkat vettink és
Packard tipust gazkromatografiai (toltet: Chromosorb W 5% ; kolonna: 2 m,
4 mm 0) vizsgaltuk a reakcioelegyet etilénglikolra.

A reakcid soran eltdvozé gazok egy részét felfogtuk és C02ra azonositot-
tuk témegspektrograffal. A gazkromatografias vizsgalatokhoz a 0,1 molos for-
maldehid oldatot paraformaldehidb&l készitettiik desztillalt vizes forralassal,
hogy metanol mentes legyen, igy egyértelmen el lehetett donteni, hogy az asz-
korbinsavas redukciokor keletkezik-e metanol vagy sem.

5. Redoxpotencialmérés

A redoxpotencialt (E; mV-ban) Radelkis OP-204 tipusd univerzal pH-
mér6berendezésen hataroztuk meg platina és kett6s séhidas Ag/Ag Cl referencia
elektréoddal. 40 cm30,1 moélos L-lizin oldathoz 0,1 molos 7 pH-ra k6zémbdsitett
formaldehid oldatot adagoltunk ndvekvé mennyiségben és mértik a rendszer
redoxpotencial valtozasat 37 °C-on. Ugyanezt a reakcidt megismételtik gy is,
hogy a 0,1 mdlos L-lizin oldat 0,1 mél L-aszkorbinsavat is tartalmazott. 50 cm3
0,1 mdlos L-aszkorbinsav oldathoz 0,1 mélos 7 pH-ra k6zémbdsitett formalde-
hid oldatot adagoltunk 37 °C-on és mértik arendszer redoxpotencialvaltozasat.

Kisérleti eredmények

A rétegkromatografias vizsgalatokkal dsszekapcsolt potenciometrikus tit-
ralasok eredményeit az 1. &bran mutattuk be. Az dbréan a pH valtozasa lathato
a formaldehid koncentracié logaritmusanak fiiggvényében.

A 0,01 molos lizin oldat pH-értékei mind 25 mind 45 °C-on megfelelnek a
SOREXISEN-féle formol titralasok alapjan [16] varhato értékeknek.
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1. 4bra. A 0,01 mélos L-lizin, ill. 0,01 médlos L-lizin-\-0,01 mdlos L-aszkorbinsav oldatok pH -
értékeinek valtozadsaformaldehid hatdsara és a reakciéban keletkezett L-lizin szdrmazékok ninhidrin
pozitiv foltjai

Fig. 1. Changes in pH values of 0,01 mol L-lysine and 0,01 mol L-lysine + 0,01 mol—L-ascorbic
acid solutions due to the effect of formaldehyde and the ninhydrid positive spots of L-lysine
derivatives formed in the reaction

A formaldehid koncentracié novekedésével csokken a rendszer pH-ja
(ZIpH-értékek pozitivak) és eljutunk a k6zombdsitési pontig. Ezutan mar hidba
noveljik a formaldehid koncentraciéjat, nem csokken a rendszer pH-ja. L-asz-
korbinsav hatasara azonban ilyen pH-csdékkenésrél 0,01 mol aszkorbinsav ese-
tén mar nem beszélhetiink (0,001 és 0,005 md6l hatasara is joval kevéshé csokken
a rendszer pH-ja). A rendszer pH-ja nem csdkken, hanem n6, mar a legkisebb
formaldehid koncentraciotol is, amely azt bizonyitja, hogy az L-aszkorbinsav
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Az addici6 géatlas azzal magyarazhat6, hogy az aszkorbinsav sot képez a
hetd, hogy a gatlas koncentracio fiiggé, minél nagyobb az aszkorbinsav cc.-ja,
annal nagyobb a gatldas. A 0,01 mol L-lizin 0,01 mél L-aszkorbinsav oldat
pH-értéke is igazolja ezt a feltevést. A lizin oldat eredeti 9,1-es pH-értéke 5,2-re
csokkent aszkorbinsav jelenlétében.
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X H
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OH CH
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L-lizin-L-aszkorbinsavas s6ja

Formaldehid hatdsara a sokotés valésziniileg ugy bomlik, hogy kézben az
aszkorbinsav redukalja a rendszerhez adott formaldehidet (gazkromatografias
vizsgalataink ismertetésekor erre részletesen visszatériink). igy a lizin erésen
bazikus £-amino csoportjainak egy része felszabadul a s6kotéshdél, noveli a rend-
szer pH-jat. Az addicié gatlassal az aszkorbinsav gatolja a metilezést is.

A metilezés gatlasat a rétegkromatografias vizsgalatok is alatdmasztottak.
A reakcitelegyek rétegkromatogramjai L-lizin és formaldehid kdzott az 1. dbran
lathatok. lgazoltuk, hogy 5 6ra elteltével mar kis koncentraciéban is (0,1 mal)
megjelentek az NEmetil (MML) és formil-lizin ninhidrin pozitiv foltjai, hosszabb
id6 alatt az N£di- és trimetil-lizin foltok is (DML, TML). A kromatogram tanu-
sadga szerint a kézémbositési ponton még nincsenek NE&metilezett vegyiletek,
azaz csak a formaldehid addicionalédott (Ne-metilol vegyiletek keletkeztek),
amit a rendszer pH-csdkkenése jelez.

Aszkorbinsav jelenlétében (sem NEmetil, sem Ns-formil) ninhidrin pozitiv
foltokat nem tudtunk kimutatni, ha az aszkorbinsav 0,01 md6l koncentraciéban
volt jelen. 0,005, ill. 0,001 mol aszkorbinsav koncentracio esetén kevés ninhidrin
pozitiv Ne-metil-L-lizin folt mar megjelent a kromatogramon.

IN~-acetil-L-lizin-metilamiddal végzett NMR-felvételek megerdsitették
ezeket az eredményeket.

Az N”-acetil-L-lizin-metilamidban két metil-csoport van, a metil-csopor-
tok 3protonja a NMR-spektrumban két éles szingulett vonalban jelentkezett
(1,95 ppm, 2,65 ppm). Formaldehid hatasara megjelent az NEmetil csoport
3protonjara jellemzd éles szingulett vonal (2,82 ppm), ill. az N*-formil csoport
egy protonjara jellemzd szingulett 8,2 ppm-nél jelent meg.

OH OH
CH— C—N- CH- C- N- CH,

L L .

8,2ppm ,C ' CH3  2.82ppm
N-formil N-metil

Aszkorbinsav felesleg jelenlétében sem a metil-, sem a formil-csoportokra
jellemzd szingulett csicsok nem jelentek meg az NMR-spektrumban.
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Az NMR-felvételek is azt bizonyitjak, bogy az aszkorbinsav gatolja a me-
tilezést. Mivel azonban NMR vizsgalatokkal az N4metilezett vegytletek kimu-
tathatésagi hatara elég magas (5—10 mg/cm3 Ns-metil-L-lizin), nem lehetett
eldénteni, hogy egészen alacsony koncentracidéban is gatolja-e a metilezési reak-
ciot az L-aszkorbinsav.

Erre voltak alkalmasak a radiometrikus vizsgalatok jelzett formaldehiddel
ésjelzett lizinnel, igen kis koncentraciéban. Aszkorbinsav jelenlétében (nagyobb
koncentraciéban mint a formaldehid) egyaltalan nem kaptunk radioaktiv csu-
csota FIXION 50 x 8vékonyréteg lemezen sem az Ne-metil- sem az Ne-formil-
L-lizin helyén (2. abra). Ebb6l kovetkezik, hogy rendkivil kis (10-8 g/cm3)
koncentraciéban sem képz6dtek az emlitett vegylletek. Az aszkorbinsav teljes
metilezés gatlast biztosit kis lizin koncentraciokban is.

2. dbra. Reakci6elegyek radiogramjai FIX10 N 50 X 8 kationcseréld rétegen (37 °C, 24 6ra reakcié
idé6 utan) a) 1mM L-lizin -- 1 mM formaldehid-14C oldat; b) 1 mM L-lizin + 1 mM formal-
dehid-1* - 5 mM L-aszkorbinsav
Fig. 2. Radiograms of reaction mixtures on FIXION 50 X8 cation exchanging layer (at 37 °C.
after 24 hours reaction time) a) 1 mM L-lysine + 1 mM formaldehyde-14C solution; b) 1 mM
L-lysine + 1 mM L-lysine -f- 1 mM formaldehyde-14C + 5 mM L-ascorbic acid
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A 2. abran bemutatott radiogramok jol szemléltetik az el6bb elmondotta-
kat. Lathaté, hogy aszkorbinsav nélkil a reakciéelegyben formaldehid-14C
hatasara az Neemono (MML)- di (DML) és trimetil (TML) L-lizin, valamint Ne-
formil-L-lizin (F-Lys) helyén radioaktiv csicsok vannak még néhany mas isme-
retlen O0sszetételli csoport okozta radioaktiv cstccsal (X~ X 2) egydtt.

Aszkorbinsav felesleg jelenlétében az el6bb emlitett csicsok egyaltalan
nem jelentkeztek, tehat az emlitett mérési hatarig (10-8 g/cm3) a metilezett
vegytuletek nem keletkeztek. Mivel a reakcié gatlasa 1 milimélos oldatban és
pH — 7-es pufferben jatszédott le, valdszin(isithetd, hogy a biol6giai rendsze-
rekben is végbemehetnek hasonld gatlasok.

A reakci6 gatlasa azért valoszin(sithetd bioldgiai rendszerekben is, mert
Sprince [17, 18] in vivo vizsgalataib6l — amelyek milimdl koncentraciokban
torténtek — ismeretesek, hogy az exogén toxikus formaldehid (LD 90 = 10,8
mM/kg ddézisban adagolva) toxikussdga 3 mM/kg aszkorbinsav adagolassal je-
lent6sen kivédhetd (55%-0s talélés).

Mivel a kisérletek in vivo koriilmények kozott, azaz semleges kdzegben
(pH = 7,34) torténtek, arra lehet kdvetkeztetni, hogy valéban biolégiai rend-
szerekben is redukéalja az aszkorbinsav a formaldehidet és a redukcidval egy-
idejlileg a lizin N8-metilezését is gatolja.

A FIXION 50 x 8 vékonyréteg lemezen legfelil azonban megjelent egy
nagy radioaktiv cslcs, amely egyuttal ninhidrin pozitiv folt is (X).

Val6szin(, hogy az L-iizinen L-aszkorbinsav és a redukalt formaldehid
valamilyen komplexe képz6ddtt, mert a foltnak radioaktivitasa is van. Azt,
hogy az L-lizin ebben a rendszerben ezen a helyen jelentkezik, jelzett lizinnel
(L-lizin-6-3H) is igazoltuk. Aszkorbinsavval, inaktiv formaldehiddel és jelzett
lizinnel végzett kdzds reakcioban a ninhidrin pozitiv folt és radioaktiv csucs
ugyanott jelentkezett.

Az eddig ismertetett vizsgalati eredmények utdan még nyitva maradt a
a lizin £-amino csoportjara, vagy redukalni is képes a formaldehidet, és ha igen
milyen vegyiletté redukalja. Mar a 40-es évek végén elemezték az aszkorbinsav
és formaldehid kdzott lejatszodo reakciokat. A kisérletek célja az volt, hogy az
aszkorbinsav mennyiségi meghatarozasara modszert dolgozzanak ki élelmisze-
rekben [13, 14]. A lizin és formaldehid kdz6tti spontan metilezési reakcié gat-
lasa fel sem merilhetett, mert a biolégiai rendszerekben csak 1959-ben mutat-
tak ki eldszor az Ne-metil-L-lizint [11] a Salmonella typhymurium baktériumok
fehérjéiben. Ezek a vizsgalatok azt bizonyitottdk, hogy az L-aszkorbinsav és
formaldehid kézdotti reakcié 30 °C felett pH = 4—8tartomanyban jelentds C02
fejlédéssel jar egyitt [13, 14], mikdzben az aszkorbinsav elvesziti redukalé ké-
pességét. Feltételezték, hogy a formaldehidet redukalja az aszkorbinsav, nem
tisztdzva, hogy milyen vegyiletté.

Feltételezhetd, hogy az aszkorbinsav kétféle Gton redukalhatja a formal-
dehidet. Vagy metanol, vagy etilénglikol képz6dik az els6 Iépésben. Meg kell
jegyezni, hogy az etilénglikol képz6dése a redukcioban energetikailag kedve-
z6bb.
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HO-CH, HO-CH2

HO-CH HO-CH OCHjOH
0 metanol
C-0
1
2 CH20H
HO OH CH2OH

dehidro- etilénglikol

L-aszkorbinsav :
aszkorbinsav

Mindkét reakcioban 1 mdél dehidro-aszkorbinsav is képz6dik. A dehidro-aszkor-
binsavban a lakton gy(rd mar nem olyan stabilis, mint az L-aszkorbinsavban
és az oldatban lev6 vizzel kénnyen hidrolizalodik (37 °C-os reakcio) 2,3-diketo-
L-gulonsavva, amely CO02vesztéssel stabilizalédik. Ezért van a jelentés C02
fejl6dés, amit sajat kisérleteinkben is azonositottunk témegspektrograffal

(M+ = 44).

A dehidro-aszkorbinsav bomlastermékei kozott (a C02 mellett) nemcsak
L-xilozon keletkezik az oldat barnuldsa kdzben, hanem szdmos mas vegyilet is
pl. a 3-keto-4-dezoxi-pentozon:

CHjOH

3-keto-i-dezoxi
pentozon

Irodalmi forrasok részletesen foglalkoznak ezekkel a folyamatokkal [7].

Sajat kisérleteink célja természetesen nem az aszkorbinsav bomlastermé-
keinek részletes elemzése, hanem a metanol vagy etilénglikol azonositasa volt.

Packard tipust gazkromatograf késziilékkel nem tudtuk a metanol jelen-
Iétét kimutatni, még 24 6ras 37 °C-on végzett reakcié utan sem. Ugyanakkor
etilénglikol jelent6s mennyiséghen képz6dott és egyértelm(ien azonositottuk.
A keletkezett etilénglikol mennyisége a reakcio idejének ndvekedésével foko-
zatosan nd@tt.

Az etilénglikolt belsé standardként adva a reakcioelegyhez, etilénglikol-
nak azonositottuk a reakcidban keletkez6 terméket. Hasonl6 moédon metanolt
a reakcidelegyb6l azonositani nem tudtunk (3. és 4. abra).

63



3. 4bra. Formaldehid-aszkorbinsav reakciéelegy gdzkromalogramja (37 °C, 10 6ra reakci6 id6 utan),
metanol vivé oldészert adva a reakci6éiegyhez

Fig. 3. Gas chromatogram of a formaldehyde-ascorbic acid solution (at 37 °C, after 10 hours
reaction time) having added a solvent carrying methanol to the reaction mixture

Meg kell még jegyezni, hogy a reakcidelegy formaldehidre jellemz6 szarés
szaga fokozatosan csokkent és 24 o6ras reakcio id6 utan teljesen megsz(nt, az
oldatnak kellemes, pirosz6ldsavra jellemz6 szaga volt.

4. abra. Formaldehid-aszkorbinsav reakcidelegy gazkromatogramja, metanolban oldott etilén-
glikolt belsé standardként adva a reakcié elegyhez (37 °C, 10 6ra)

Fig. 4. Gas chromatogram of formaldehyde-ascorbic acid having added, as inner standard,
ethylene glycol solved in methanol to the reaction mixture (at 37 °C, after 10 hours reaction
time)

Az aszkorbinsav erds redukalé hatdsat a redoxpotencial mérések is iga-
zoltdk. Az 5. abran lathaté hogyan valtozik az L-lizin -(- formaldehid oldat re-
doxpotencial értéke, viszonyitva ahhoz a rendszerhez, amikor a lizin mellett
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5. abra. A 0,1 mélosL-lizin, ill. a 0,1 mélos L-lizin +0,1 mélos L-aszkorbinsav oldat redoxpotencial
értékeinek valtozasa 0,1 moélos formaldehid oldat hatasara 37 °C-on

Fig. 5. Change of the redox potential values of 0,1 mol L-lysine and 0.1 mol L-lysine + 0,1 mol
L-ascorbic acid solutions upon the effect of 0,1 mol formaldehyde solution at 37 °C

aszkorbinsav is volt jelen. Az abra jol szemlélteti az ellentétes tendenciakat a
redoxpotencial valtozasban. Egyedil lizin esetében a pozitiv irany felé tolédtak
el az értékek, aszkorbinsav jelenlétében a negativ redoxpotencial értékek felé.
A negativ irdnyban tortén6 redoxpotencial eltolddas aztjelenti, hogy a titralo
agens — esetinkben a formaldehid — redukalédik, mig az aszkorbinsav oxi-
dalédik. Az aszkorbinsav oldat formaldehides titralasa is igazolja, hogy az asz-
korbinsav az er6sebb redukalészer és a formaldehid redukalédik, mert a kiindu-
lasi oldat redoxpotencialja (+ 25 mV; 0,4 mol aszkorbinsav oldat) formaldehid
hatdsara fokozatosan csdkkent o-ra, majd negativ értékeket vett fel, azaz a
titralé agens, a formaldehid redukalédott (7. tdblazat).

I. tablazat

A 0,1 moélos L-aszkorbinsav oldat redoxpotencidl értékeinek valtozdsa 0,1 moélos formaldehid oldat
hatadsara 37 °C-on

Table 1. Change of the redox potential values of a 0,1 mol L-ascorbic acid solution upon the
effect of 0,1 mol formaldehyde solution at 37 °C

Hozzaadott 0,1 mélos Redgi‘l’;?(t:kmiél
formaldehid oldat, cm3 (m\/)
0 (Kiindul6 oldat) 25
i 21
2 17
3 16
4 13
5 12
10 6
15 0
20 —4
25 -5
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Annak, hogy az aszkorbinsav er6sebb redukalészer, mint a formaldehid,
biologiai rendszerekben lehet jelent6sége. Ugyanis az Ne-metil-L-lizin képz6dé-
sekor az els6 lépéshen keletkezett Ns-metilol vegyidet tovabb redukalédik for-
maldehid hatdsara Nc-metil vegyiletté, azaz a formaldehid itt redukaloszerként
hat. Az aszkorbinsav ezt a redukciét megakadalyozza, mert magat a formal-
dehidet redukalja és igy nincs ami elvégezze a metilol csoport redukcidjat.

Megbeszélés

Az el6z6ekben ismertetett modell kisérletek alapjan lathaté, hogy az L-
lizin formaldehides spontan metilezése és formilezése gatolhato, ill. teljesen éli-
minalhaté L-aszkorbinsavval.

A reakciok gatldsa koncentracié figgd, és csak akkor teljes, ha az L-asz-
korbinsav a formaldehidhez viszonyitva feleslegben van jelen.

Az L-aszkorbinsav Ugy gatolja a reakciot, hogy kdzben a formaldehidet
etilénglikolla redukalja. Metanolbo6l ugyanis a majban Gjra formaldehid képz6d-
hetne, mig az etilénglikol tovabb alakulhat mas homolég vegylletté.

A spontan metilezési és formilezési reakcio gatlasanak a bioldgiai rendsze-
rekben lehet jelent6sége, hiszen a formaldehid Gjabb vizsgalatok szerint ala-
csony szinten eléfordulhat bioldgiai rendszerekben, igy az emberi szervezetben
is [22, 23]. A formaldehid spontan metilez6 hatasara metilezett nuklein-bazisok
(vagy nukleozidok) is keletkezhetnek [31], mégpedig spontan és szabalytalanul
(randomly). A keletkezé abnormalis bazisok zavarokat idézhetnek el6 bioldgiai
rendszerekben is. Ezért is fontos, hogy az aszkorbinsav preventiv véd6szerepét
minél jobban megismerjik. Az irodalomban egyre tébb kdzlemény foglalkozik
az ilyen irdnyd hatasaval [1, 8, 20, 26]. Az utébbi idében tobb kdzlemény [5,
17, 18] foglalkozik az aszkorbinsav dimetil-nitrozamin, ill. az exogén formalde-
hiddel szembeni véd6hatassal. Guttenptan [5] ismerteti, hogy a dimetil-nitro-
zamin mutagén hatdsat L-aszkorbinsavval gatolni lehetett Salmonella typhymu-
rium baktérium tdrzseken Ames-teszt vizsgalatokban. Megallapitotta azt is,
munkatarsai [17, 18] pedig in vivo allatkisérletekben igazoltdk, hogy az aszkor-
binsav jelent6s védelmet ny(jt a toxikus exogén formaldehiddel (LD 90 = 10,8
mM/kg dézis) szemben mar 3 mM/kg aszkorbinsav el6adagolas esetén is (55 %-
os tulélés). Megallapitottak, hogy a toxikus hatas kivédése er6sen koncentracio
fligg6 és nemcsak formaldehiddel, hanem mas aldehidekkel (acetaldehid) szem-
ben is védelmet nyljt az aszkorbinsav.

Az emlitett kutatok azonban a formaldehidet csak erésen toxikus anyag-
nak tekintették, metilez6 hatasat nem vették figyelembe. Ezért az eddigi kisér-
letekben az L-aszkorbinsav spontan metilezést gatld hatasa fel sem merilhetett.

Az ismertetett kisérletekben nem alkalmaztak feleslegben aszkorbinsavat
a formaldehidhez viszonyitva, eredményeik mégis jelent6sek, mert in vivé els6-
nek bizonyitottak, hogy az L-aszkorbinsav védelmet ny(jt az exogén formalde-
hiddel szemben. Az, hogy ez a védelem er8sen koncentracio fliggd, egybevag
sajat kisérleti eredményeinkkel és elképzeléseinket alatdmasztja, csakligy, mint
sajat el6zetes vizsgalataink [24]. Majhomogenizatumokban vizsgaltuk, hogy
a demctilaz enzimek mennyi formaldehidet szabaditanak fel 14C-gyel jelzett
dimetil-nitrozaminbo6l. Dimedonnal hataroztuk meg a keletkezett jelzett for-
maldehid-1I'* mennyiségét.
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A formaldehid a kovetkezd reakcié szkéma szerint keletkezhet:

un, u K
N— NO- * . CH,— NH — NO+ CH,0
Tchd mfo

dimetii-nitrozamin-~C formaldehidbe

(MFO = Mixed function oxigenase, kevert funkciéji demetilaz enzimek keve-
réke).

Abban az esetben, ha megfelel6 mélaranyban aszkorbinsavat adagoltunk
elére a majbomogenizatumhoz, a keletkezett jelzett formaldehid (14C-vel jelzett
formal-dimedon) mennyisége kozel 1/6 —1/10 értékre csdkkent le.

Megfigyeléseink korrelacioba hozhaték Spiunce [17, 18] eredményeivel.
A méajhomogenizatumokon végzett vizsgalataink eredménye megfelel Nishie
[9] eredményeinek is, aki vizsgalataink forditottjat végezte el dimetil-nitroza-
minnal in vivo allatkisérletekben. 200—250 g-os patkanyok vizeletében vizsgal-
ta az aszkorbinsavszint valtozasat 1, ill. 2 nap utan, miutan el6zetesen dimetil-
nitrozamint adagolt - olivaolajban oldva — oralisan az allatokba, kiilénb6z6
dézisokban (15—20 mg/kg). Azt tapasztalta, hogy a vizeletben az aszkorbinsav
szint %-0s csokkenése a kontroll allatokhoz képest (amelyek csak olivaolajat
kaptak) aranyos volt a dimetil-nitrozamin mennyiségével és a 2. napon elérte a
40—60%-ot is.

A kisérleti eredmények értékelésekor természetesen nem gondolt arra,
hogy a dimetil-nitrozaminbdl felszabadulé formaldehiddel reagalhatott az asz-
korbinsav és ezért csokkent a koncentracidja a vizeletben.

Az L-aszkorbinsavnak fontos szerepe lehet biolégiai rendszerek védé-
mechanizmusaban. Jelenleg nincs birtokunkban mas vegyilet, amely a biologiai
rendszerekben a spontadn metilezés gatlasaval kapcsolatos 6sszes kovetelmé-
nyeknek eleget tenne. S&t tulajdonképpen még a D-izoaszkorbinsav sem ilyen
(gatolja a metilezést, de nem jo gyokfogd, nem jo antioxidans).

A D-izoaszkorbinsawal kapcsolatos kisérleteinkrél a kés6bbiekben sza-
molunk be.

A formaldehid L-aszkorbinsavas redukcidjanak biokémiai jelent6sége

Kisérleti eredményeink interpretalasa és diszkuszi6ja utan a formaldehid
és L-aszkorbinsav reakcidjanak lehetséges biokémiai jelent6ségére szeretnénk
ramutatni.



Az L-aszkorbinsav, azaz a j6l ismert C-vitamin biokémiai szerepe sokolda-
10, amit Szent-Gysrgyi altal 1928-ban tortént els6 izolalasa 6ta [25] szamos
kutaté is megerGsitett. Ezért is javasoljak preventiv anyagként kilonbozé
nagysagu dozisokban — s6t esetenként megado6zisokban —e, human szerveze-
tekben a legkilonbdz6bb koros esetekben [1, &, 20]. Azonban eddig még nem
merilt fel annak a gondolata, hogy az L-aszkorbinsav a szervezetben endo-
gén formaldehidet redukéalni képes, amely az anyagcserében (a Cj-pool-ban)
részt vesz, tehat nemcsak a nitrozaminokhbhdl, vagy mas prekurzorokbél felsza-
badulat.

Ebbdl viszont arra lehet kdvetkeztetni, hogy a szervezetben levd L-asz-
korbinsav mennyisége és az endogén formaldehid szint kdzott dsszefliggésnek
kell lennie, és hogy az aszkorbinsav mennyiségével szabalyozni lehet a szervezet-
ben levé formaldehid szintet. Ezzel kapcsolatban megvizsgaltuk, hogy a human
szervezetekben egyaltalan beszélhetiink-e endogén formaldehid szintrél. Vizs-
galataink azt bizonyitjak, hogy az emberi vérben és vizeletben igen alacsony
szint(, de hatarozott mennyiségl endogén formaldehid van [22, 23].

Toébb szdz dimedon-14C-el t6rténd endogén formaldehid szint meghataro-
zas utan azt mondhatjuk, hogy a normalis emberi vérijén 0,4—0,6 fig/cm3 a
vizeletben, 2,8—4,0 figjcm3 formaldehid van.

A formaldehid szint a killonb6z6 tumoros stadiumokban ett6l jelentésen
eltért: vagy s —1o0-szer magasabb lett, vagy csak 1/10-e volt a normalis értékek-
nek. Volt olyan tumoros vérminta, amelyikben mar egyaltalan nem tudtunk
formaldehidet a vizsgalati modszerrel kimutatni, azaz o,01 (ug/cm3-nél alacso-
nyabb volt a formaldehid koncentracio.

Ezek az el6zetes human vizsgalatok eredményei egyébként jo korrelacio-
ban vannak Paik és Kim eredményeivel [10]. Megallapitottak ugyanis, hogy a
gyorsan nov6 Novikoff hepatomaban az N'-metilezett-lizinek demetilezéséért
felelds e-alkil-lizinaz enzim aktivitdsa gyakorlatilag nulla, azaz nem szabadul fel
formaldehid.

Az endogén formaldehid szinttel korrelacioban modellkisérleteinkb6l az
kovetkezik, hogy az L-aszkorbinsavnak els6sorban ajelent6s mennyiség( primer,
még le nem reagalt formaldehid eliminaldsdban lehet nagy szerepe a szokasosnal
nagyobb dézisokban térténd adagolasaval.

Konkrétan arra a kérdésre, hogy mekkora aszkorbinsav dézissal lehet az
exogén vagy endogén formaldehidet eliminalni, nagyon nehéz valaszt adni.
Ugyanis a szervezetben az aszkorbinsav koncentraciéja nem egyforma. Kilén-
b6z6 szervekben, szdvetekben az aszkorbinsav koncentracidja kiillonbdz6é [18],
és fligg az életkortdl; id6sebb korban egyre csdokken. Az aszkorbinsav féleg a
bazikus fehérjékhez (lizin e-amino csoport, arginin guanidinocsoport) van kotve
[s]. Ugyanakkor, ha nagy dézisban adagolunk exogén aszkorbinsavat, annak
jelentds része kiiriil a szervezetbél. Allandéan nagy dézist kell adagolni, hogy
jelent6sen fokozzuk az endogén aszkorbinsav szintet.

Ha valamilyen oknal fogva lokalisan megn6 az N-demetilaz enzim aktivi-
tasa pl. karcinogén nitrézaminok, vagy benzpirén adagolas hatasara (vagy meg-
noveljik a formaldehid szintet exogén formaldehiddel), akkor lokalisan is meg-
noveljik a formaldehid koncentraci6jat. Nem valészinl, hogy a szdvetekben
rendelkezésre all6 aszkorbinsav elegendd a felszabadul6, vagy adagolt formal-
dehid eliminalasara. Ugyanis ez az a formaldehid, amely a spontan (randomly)
N'-lizin metilezési és egyéb reakciokban is részt vesz.

Tuberville és Craddock [29] nem kaptak volna olyan nagy mennyiség
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jelzett formaldehidet és jelzett Ne-metil lizineket jelzett dimetil-nitrézaminbol
allatkisérleteikben, ha elegend6 aszkorbinsav lett volna a majban jelen.

Pontosan ezt igazoltdk sajat el6zetes kisérleteink [24] is tengerimalac
majhomogenizatumokban. Ha aszkorbinsavat adagoltunk el6re a majhomoge-
nizatumokhoz, akkor a jelzett dimetil-nitr6zaminbdl felszabadulé jelzett for-
n aldehid mennyisége kozel egytizede volt az aszkorbinsav védelem nélkil
végzett kisérleteknek.

Mivel az aszkorbinsav adagolas és a formaldehid eliminéacié problémaja
rendkivil 6sszetett, sok paraméter fliiggvénye, ezeket az 0sszefliggéseket egy-
értelmien csak allatkisérletekkel lehet eldonteni. Kilonb6z6 dozisu formalde-
hidet (illetve formaldehid prekurzorokat) kell adagolni kiilénb6z6 dézisa (ill.
megaddzisu) aszkorbinsav prevencio mellett, hogy az aszkorbinsav formaldehid
szint szabalyoz6 (beallito, védd) szerepét tisztazhassuk.

Erre vonatkoz6an 1981-ben szintén Sprince [19] végzett Gttord jellegl
kisérleteket. Abbdl aténybdl indult ki, hogy egy egyszeri nagydézisu aszkorbin-
sav adagolassal is csak részben tudja teliteni az allatokat, mert nagy része ki-
Gral, nem szivédik fel; tobb napon keresztil kell nagyddézisi aszkorbinsavat
(3 rnM/kg) adagolni az allatokba.

3mM/kg = 528 mg/kg, ez egy 80 kg teststulyu felndétt emberre 42,24 g,
ez abba a tartomanyba esik (30—50 g/nap), amelyet Cameron és Pauling [1]
a megadozist terdpidban naponta javasolnak.

Sprince [19] a toxikus formaldehid adagoldsa el6tt tobb napon keresztil
3 mM/kg napi aszkorbinsavval telitette az allatokat, ezutan kovetkezett a 10,8
mM/kg (= 324 mg/kg = LD 90) exogén formaldehid adagolas.

Az eredmény meglepd volt, de megfelelt a varakozasnak. Az 55%-o0s tul-
élés, amelyet egyszeri adagolassal kapott, felment 75%-ra. Az eredmény avval
magyarazhato, hogy a szévetekben magasabb lett a tobbszori adagolas hatasara
az aszkorbinsav koncentracié, nagyobb hatasfokkal redukalta (eliminalta) a
formaldehidet. Valdszin(, hogy ha a 3 mM/kg napi ddzist felemeli, el lehet érni
a 100%-0s tulélést.

Az elmondottakbdl egyértelmien kdvetkezik, hogy normal kérilmények
kozott (nem kdros esetekben) az aszkorbinsav adagoldsa (szabalyozé funkcidja)
mindig 6sszhangban kell, hogy legyen az endogén formaldehid szinttel. Ugyanis
tal magas dozis esetén (megaddzis) 100%-0san is eliminadlhatjuk az endogén for-
maldehid szintet, amely Cj-pool felboruldasahoz vezethet és rendkivil veszélyes
is lehet. Ezért egyértelmen, kisérletekkel kell eldénteni, hogy a magas L-asz-
korbinsav szint nincs e karos hatassal a normalis formaldehid anyagcserére.

Ezeknek a torvényszer(iségeknek az egzakt megismeréséhez még szamos
problémat kell (in vivo, in vitro) tisztdzni. Kuléndsen figyelembe kell venni a
nyomelemeknek, mint a demetilaz enzimek koenzimjeinek szerepét. Meg kell
vizsgalni az L-aszkorbinsav szerepét a Cj-pool-ban, itt iselsdsorban atetrahidro-
folsav (THF) és a formaldehid kézotti reakciokban, hogy az endogén formalde-
hid-szint L-aszkorbinsavas szabalyozasanak mechanizmusat minél jobban meg-
ismerjuk.

Koszonetnyilvanitas
Koszonetiinket fejezzik ki J. BUHLER-nak (CIBA, Svajc) a rendelkezé-
siinkre bocsatott N~-acetil-L-lizin-metilamid modellanyagért, Z. MACHOY-nak

(Lengyelorszag, Szczecin) az altala szintetizalt D-izoaszkorbinsav mintaért,

69



valamint K o1onits PALnak (Budapesti Mszaki Egyetem) az NMR spektru-
mok felvételéért és értékeléséért és Horvai GYORGYnek (Budapesti Miszaki
Egyetem) redoxpotencial mérésekben nyudjtott segitségéért.

Osszefoglalas

L-lizin és formaldehid kozti spontdn N-metilezési és N-formilezési reak-
ciok gatlasara az L-aszkorbinsav bizonyult legalkalmasabbnak. Ez a vegyllet
feltételezhet6en szerepet jatszik mind az endogén, mind az exogén prekurzorok-
b6l az anyagcserében keletkezd formaldehid reakcidinak szabalyozasaban, ill.
eliminaldsdban.

A reakci6 gatlasa koncentracio fliggd és csak akkor teljes, ha az aszkorbin-
sav molkoncentracidja nagyobb a formaldehidénal.

A reakcio nyomon kodvetésére vékonyréteg-kromatografias vizsgalatokat,
potenciometrikus és redox titraldasokat, NMR-spektroszképiat, jelzett formal-
dehidet (formaldehid-14C) és jelzett-L-lizint (L-lizin-s-3H) hasznaltunk fel.

Gazkromatografias vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az L-aszkorbinsav nem
metanolld, hanem etilénglikolla redukalja a formaldehidet.
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SPONTANEOUS N-METHYLATION AND N-FORMYLATION REACTIONS BETWEEN
L-LYSINE AND FORMALDEHYDE INHIBITED BY L-ASCORBIC ACID AND
THEIR BIOCHEMICAL ASPECTS

*Trézl, L., * Ruszndk, L, ** Tyihak, E., and *** Szarvas, T.

*Technical University of Budapest, Department of Organic Chemical Technology,
** Research Institute for Medicinal Plants, Budakaldsz and *** Institute of Isotopes of the
Hungarian Academy of Sciences, Budapest, Hungary

For the inhibition of spontaneous N-methylation and N-formylation reactions between
L-lysine and formaldehyde, L-ascorbic acid proved to be the most suitable. Presumably this
compound has a part in controlling or eliminating the reaction of formaldehyde formed of
both the endogeneous and exogenous precursors during metabolism.

The inhibition is concentration dependent and is full only if the molconcentration of
ascorbic acid is higher than that of foraldehyde.

For the detection of the reaction thin-layer chromatographic analyses, potentiometric
and redox titrations, NMR-spectroscopy, labelled formaldehyde (formaldehyde-14C) and
labelled L-lysine (L-lysine-6-3H) were applied.

It was justified by gas chromatographic analyses that formaldehyde was reduced by
L-ascorbic acid not to methanol but to ethylene glycol.
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Bevezetés

A DNS kettés spirdlszerkezet modelljét olyan krisztallografiai adatok
alapjan alkottak meg, melyeket fehérjementes DNS oldatokon kaptak. A bazis-
komplementaritdas elve alapjan nemcsak a DNS replikaci¢jat lehetett meg-
érteni, hanem a bioldgiai informacioatvitel egész lancolatat is. Az alacsony ion-
er§sség mellett, vizes oldatban levé DNS B-konformacidja olyan tokéletes
kristalyszerkezetnek latszott, hogy fel sem merilt, hogy az attdl vald eltérés-
nek biolégiai jelentdsége lehet.

A DNS alapformajanak tekintett B-szerkezet és a kromoszémak DNS-e
kozott harom alapveté kilénbség van. El6szor is a DNS szabad formaban
nagyon ritkan és kis mennyiségben fordul csak el§, majdnem mindig fehérjé-
hez van kétve. Masodsorban a kettds spirdlszerkezet elrejti azt, ami a DNS-
molekuldban az informéaciét hordozza: a bazisokat, igy a m{ikdédé DNS-nek
sziikségszer(ien ki kell nyilnia, egyfonald DNS szakaszoknak kell megjelenni.
Az eredeti masodlagos szerkezet atmeneti meghomlasa feltétele a templat-
funkciénak, de valdszinlileg barmely mas olyan reakcionak is, melyben jelen-
t6sége van a DNS bazissorrendjének. Harmadsorban, a kromoszémak DNS-é-
nek szabalyos harmadlagos szerkezete van. A harmadlagos szerkezet eredmé-
nyeképpen él6ben a DNS sokkal tomdrebb felépitésl, mint alacsony ionerds-
ségl so6oldatokban a fehérjementesitett DNS.

A hetvenes évek kozepéig gy latszott, sem a DNS masodlagos, sem a
harmadlagos szerkezetének nincs kilondsebb funkcionéalis jelent6sége [156].
Az els6ként megismert nukleinsav szintetizal6 enzimekkel lehetséges volt két-
fonald DNS templaton DNS-t vagy RNS-t szintetizalni in vitro, ebbdl arra
lehetett kovetkeztetni, hogy a templatfliggd szintéziseknél a DNS nyitdsat-
csukasat maguk a nukleinsav polimerizal6 enzimek végzik el. A kromatin
harmadlagos szerkezetének jelentségét altalaban a DNS témorilésében keres-
ték. Alighanem a legérdekesebb elektronmikroszkopos felvételek kozé tarto-
zik az, amely a paranyi T2 fagbdl detergens hatdsdra kibuggyano6 rengeteg
DNS-fonalat 6rokiti meg (1. kép) [78]. Bar a kép az arnyékolds miatt a DNS-t
a valésagosnal joval vastagabbnak, s ezért tobbnek mutatja, mégis fogalmat
alkothatunk, mennyire szorosan feltekeredett allapotban van a DNS a fag-
részecskében.

Régi megfigyelések alapjan arra lehetett gondolni, hogy a DNS szoros
tomorilése az inaktiv DNS-re jellemz6: magvas vordsvérsejtek, kis limfocitak

* Jelenlegi cim: F@varosi Laszl6 Koérhaz Klinikai Kémiai Osztaly, Budapest.
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1. kép. A T 2fagbdlfelszabaditott DNS elektronmikroszképos képe [78]
Piet. 1. Electron microscopical pattern of DNA released from T2 phage particle [78]

sejtmagjai, sporak, virionok DNS-e valéban igen kompakt felépitésii. Az elv
igaznak latszott forditva is, mert az embrionalis sejtek, anaplasztikus daganat-
sejtek magallomanya laza szokott lenni, a biokémiailag elkilonitheté aktiv
.eukromatin” lazdbb szerkezet(i, mint az inaktiv , heterokromatin”. Mind-
ebbdl olyan szemlélet alakult ki, hogy a DNS harmadlagos szerkezete a to-
morilést szolgalja, s templatmikddésébez a DNS-nek el kell lazulnia.

Az utobbi években kiderilt, hogy a DNS masodlagos és harmadlagos
szerkezetét egy sor, tobbé-kevésbé autondm jelent6ségl strukturfehérje és
enzim szabalyozza, ezek nélkil gyakorlatilag egyetlen DNS-hez k6t6d6 funk-
ci6 sem tud zavartalanul lefolyni. A replikacid, transzkripci6, DNS reparacié
és a rekombinaciés folyamatok egyarant szamos kofaktort igényelnek a nuk-
leinsav polimerazok és ligaizok m(kddése mellett. A nukleinsav polimerazok
felfedezése Ota szinte attekinthetetlenil sok faktort irtak le, melyek az egyes
enzimek mikodését befolyasoljak. Napjainkra kezd kialakulni egy olyan kép,
bogy a faktorok egy része a DNS masodlagos vagy harmadlagos szerkezetét
befolyasolja, s ezen keresztiil van hatassal a nukleinsav szintetizalé rend-
szerekre.

A DNS szerkezetét befolyasolé faktorok egy meglep6en logikus rend-
szerbe foglalhatéak (1. abra). Egyik f6 csoportjuk a DNS masodlagos szerke-
zetére van hatassal, a DNS kettdsspiralis szétcsavarodasat, szétcsavart allapot-
ban megtartdsat, kett6sspirdlissa Ujraegyesilését segitik, pontosabban tébb-
nyire egyet-egyet a felsoroltak kozil. E faktorok k6zo6tt vannak struktdrfekér-
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jék, melyeknek szerepe az, hogy a DNS-sel stabilis nem-kovalens komplexe-
ket alkotnak, s vannak enzimek, melyek mikddéséhez legtébbszor az ATP
szolgaltatja az energiat. A DNS masodlagos szerkezetét befolyasolé faktorok
kdzos jellemvonasa, hogy erdsen és specifikusan két6dnek egyfonald DNS-hez.

A masik f6 csoportba tartozé faktorok a DNS harmadlagos szerkezetét
befolyasoljak, féleg kétfonalt DNS-hez kdt6dnek. A DNS harmadlagos szer-
kezetét befolyasold struktlrfehérjék és enzimek esetében azt varnank, hogy
sokféle alakzat kialakitdsaban vesznek részt. Lehet, hogy ez igy is van, viszont
amit ma ismerink, az tulajdonképpen egyetlen strukturalis jellemz&: a DNS
kett6sspiralis felcsavarodasa szuperspiralissa.

DNS-KOTO FAKTOROK

Egyfonali DNS-hez
kot6d6 fehérjék

(a méasodlagos szerkezetre
vannak hatéssal)

Kétfonali DNS-hez
kot6d6 fehérjék

(a harmadlagos szerkezetre
vannak hatassal)

spiraldestabilizalé helikazok nukleoszémaképzé topoizomeréazok
fehérjék (enzimek) fehérjék (enzimek)
(struktdrfehérjék) I\ (struktarfehérjék)

replika-  rekombi-  replika- rekombi-  hiszto- hiszton- I. tip . 1. tip.
ciés sdf  nécids sdf cids h. nacios nok szer(i f.

1. 4&bra. DNS szerkezeiére hald fehérjefaktorok
Fig. 1. Factors affecting the structure of DNA

Elében a DNS majdnem mindig cirkularis (vagy legalabbis zart alakban)
fordul eld, a linearis duplex forma inkdbb DNS atviteli folyamatokra (fag-
fert6zés, konjugacié stb.) jellemz6. A cirkularis duplex DNS-ben a masodlagos
szerkezetet rogziti a DN S-szalak kovalens kdtésrendszere. Ha valamilyen okbdl
(hémérséklet, ionerdsség valtozasa, fehérjék kapcsolddasa stb.) valtozik a DNS
masodlagos szerkezete, a gy(rivé rogzitett DNS ezt csak Ugy képes kdvetni,
ha maga a DNS-duplex vet hurkokat (1. kés6bb). Kiderilt, hogy a DNS élé-
ben csaknem mindig szuperspiralizalt, tehat a kétfonald DNS maga is spirali-
san felcsavarodott, s ennek elsédleges szerepe nem a DNS tomorilésében kere-
sendd. Ez a szuperspiralizacié mindig negativ, egy olyan helyzetnek felel meg,
amikor a DNS kettdsspiralis az adott kdrilmények kozott legvaldsziniibb
helyzethez képest kissé szét van csavarva. Sok bizonyiték van arra, hogy a
DNS-nek ez az ,el6feszitése” megkdnnyiti, hogy a nukleinsav polimerazok a
DNS-t atmenetileg denaturaljak. Valdszinlileg ugyanez a mechanizmusa annak
is, hogy a DNS pontszimmetrikus, palindroma-szakaszain stabilisan ,filek”
keletkezhetnek, a palindromak strukturalisan is megkulénbdztethet6kké val-
hatnak a DNS tobbi szakaszait6l. A DNS harmadlagos szerkezetét meghatarozo
faktorok végsé fokon mindig erre a negativ szuperspiralisra vannak valamilyen
hatdssal. Az egyfonali DNS-kot6 faktorokhoz hasonldéan, itt is talalkozunk
struktirfehérjékkel és enzimekkel egyarant.
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Ismételten szeretném hangsulyozni, hogy a vazolt szuperspiralizacid, s a
kromoszomalis DNS-t tom&rité szuperspiralizacié valosziniileg eltér6 jelent6-
ségliek. A kétfonalid DNS negativ szuperspirdlissa csavarodasa alighanem alta-
lanos érvényl, egyarant megvan az aktiv és inaktiv kromatinallomanyban.
Ez a szuperspirdlis a kromoszémakban még tobbszdérosen felcsavarodik, s ez
is nyilvan nagyon finoman szabalyozott folyamat lehet. Gondoljunk példaul
arra, hogy az els6 meiotikus oszlas alatt milyen magas fokban rendezett a
kromoszomak kompaktizaciéjaban bekdvetkezd valtozdsok sorozata! Ezek-
nek a magasabb szuperspiralizdcioknak a mechanizmusardl, élettani jelent6-
ségérél ma még keveset tudunk, legalabbis molekularis szinten, igy ebben az
Osszefoglaloban nem is térek ki rajuk.

Az Osszefoglaléban igyekeztem magam a szakirodalomban jelenleg el-
fogadott véleményekhez kdtni, csak ott tikrdzi sajat allasfoglalasomat, ahol
hianyzott vagy nyilvanvaléan elavult a megfelelé review-irodalom.

Egyfonaldt DNS-hez kdt6d6 fehérjék

Technikailag a ,DNS-ko6t6” fehérjék elkiilonitése az affinitds-kromatogra-
fiai modszerek elterjedésével esik egybe. Az agarézon vagy cellulézon immobi-
lizalt nativ vagy denaturalt DNS-t tobbnyire DNS-templatfigg6 enzimek el-
kilonitésére kivantak alkalmazni, hiszen ezek mikddése eleve magas DNS-
affinitast tételez fel. Gyorsan kiderilt, hogy a DNS-fiiggé enzimeken kivil
nagyszamu mas fehérje is képes igen er6sen DNS-hez kdétédni, s e fehérjék
kozott sok enzim is talalhaté. Az er6sen savanyl DNS-sel a fehérjék nagy
része képez valamilyen komplexet, igy a specifikus DNS-fehérje kapcsolddas
hatdra nehezen vonhatdé meg. Mindenesetre a legtobb, nagy DNS-affinitasu
fehérje a fiziolégiasnal joval magasabb ioner6sség mellett is kdtve marad a
DNS-hez, igy elvalaszthatd a nem-specifikusan kot6ddé fehérjéktdl.

Az egyfonald DNS-hez preferencidlisan k6t6d6é fehérjék hatadsara kony-
nyebb lesz a DNS kettésspirdlis denaturacidja, illetve a mar kialakult denatu-
ralt DNS-szakaszok stabilizalédnak. E stabilizacié kettés értelm . Jelenti azt,
hogy a DNS megmarad denaturalt allapotban, de azt is, hogy nem gombolyo-
dik szabalytalan csomdva, kiteritett fonalat képeznek hosszabb DNS szaka-
szok is. Az egyfonalit DNS-kot6 fehérjék legfontosabb kézos jellemvonasa az,
hogy a DNS masodlagos szerkezetére vannak hatassal, a kett6sspirdlis nyita-
sdt—visszazarasat segitik valamilyen formaban.

Spiraldestabilizalo fehérjék (sdf-k)

A spiraldestabilizalo fehérjék nem rendelkeznek olyan enzimaktivitassal,
melynek szerepe lenne a DNS szerkezetének megvaltoztatasaban. A fehérje-
csoportok elnevezése nem egységes. Legkorabban DNS-koté fehérjének (DNA-
binding protein) nevezték 6ket [7], majd kicsavard, unwinding fehérjének
[113], kés6bb spirdldestabilizalé fehérjének (sdf, Helix Destabilizing Protein,
HDP). A. Kornberg csoportja Ujabban az egyfonali DNS-kdté fehérje
(Single-Strand Binding Protein, ssh) elnevezést hasznalja [52].

Champoux a sdf-k kozds jellemvonasaként az aldbbiakat sorolja fel:
a) hdédenaturacio soran csékkentik a duplex DNS olvadaspontjat; b) esetleg
csokkentik az adott DNS renaturdcidjalLoz optimalis hémérsékletet; c) egy-
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fonalla DNS-hez kot6dve gatoljak nukledzok hatasat; d) optimalis konforma-
ciot hoznak létre egyfonali DNS-en bizonyos folyamatok soran (pl. a repli-
kdméban); e) mas fehérjékkel vagy enzimekkel kdlcsénhatasban stimulalnak
olyan folyamatokat, melyekben egyfonald DNS szerepel [31].

A spiraldestabilizalé fehérjék felsorolt jellemz6i nem egyforman érvénye-
sek mindegyikikre, val6szin(ileg azért, mert funkcionalisan két f6 csoportra
oszlanak. Az els6 csoportba azok a sdf-k sorolhaték, melyek a templatfiigg6
szintéziseket segitik, a masodikba azok, melyek a genetikai rekombinacids
folyamatokhoz szikségesek. Faraschi és munkatarsai eukaridta sdf-ket dssze-
hasonlitva két tipusukat kildnitették el [45], melyet az |. tablazatban muta-
tunk be. Bizonyos megkotottségekkel ugyanez all prokariotak sdf-jeire is.

I. tablazat
A spiraldestabilizal6 fehérjék tulatdonsagai

Table 1. Properties of helix destabilizing proteins

Replikacios Rekombinéciés
sdf-k sdf-k

Meggyorsitjak denaturdlt DNS

renaturéaciojat — +
Az egyfonali DNS-t stabilizaljak -f —
A DNS-polimerazok valamelyikét

stimuléljak + —

1. Replikacidos spiraldestabilizalo fehérjék

A T4 fag 32. gén terméke. Az els6 sdf-t T4 faggal fert6zott E. coli sejtek-
b6l izolaltdk [7], s mind ez ideig a fizikailag legjobban ismert ilyen fehérje.
Relativ molekulatétmege 35 000 dalton, er6sen aszimmetrikus molekuldja
fehérje, oldatabdl kénnyen aggregaldédik [24], A fehérjelanc N-terminalis része
hidrofob, ez latszik felelésnek a fehérjék egymashoz valé kot6déséért, mig a
C-termindlis teriilet bazikus jellegl, ez keriil a DNS-sel kdzvetlen kdlcsdn-
hatasba [78, 82, 93]. A fehérje a DNS-sel kooperativ kdtéshe keril, ha hosszabb
egyeslanci DNS-szakaszhoz tobb T4-32 fehérje két6édik. Ilyen esetben a kot6-
dés egyensulyi allanddja kb. ezerszer nagyobb, mintaz egyes fehérjemolekulak
egymastol figgetlen kotési pontokon valé kapcsolddasa esetén, vagyis az erds
kot6désben a fehérje —fehérje kdlcsonhatasoknak déntd szereplik van [82].Teli-
tési allajiotban egy molekula T4-32 fehérje 7—10 nukleotidnyi egyfonald DNS
szakaszt fed be, mely ezaltal nukleazrezisztenssé valik [67]. A kapcsolddas
eredményeképpen a DNS-lanc eré6sen megnyulik, a bazisok kozti tavolsag,
ami denaturalt DNS-ben atlagosan 0,29 nm, 0,46 nm-re ndvekszik [41].
A fehérjemolekula méretei olyanok, hogy telitési allapotban a szomszédos sdf-
molekulak dsszeérnek, igy értheté, miért valik a DNS nukleadzrezisztenssé.

Szintetikus duplex, polifdAT] denaturdci6ja T4-32 fehérje jelenlétében
mar szobahémérsékleten bekdvetkezik 62 °C helyett, de hasonlé olvadaspont
csOkkenés nem mutathaté ki természetes DNS-en [7, 70]. Ezt azzal lehet ma-
gyarazni, hogy a fehérje csak akkor képes erds, kooperativ kotésre, ha néhéany
DNS-hez kot6dott fehérjemolekula mar egymassal is 6sszekapcsolddott. Ilyen
csak akkor fordulhat el6, ha aranylag hossziG DNS szakasz spontan denaturald-
dik, ami természetesen DNS-ekben nem szokott el6fordulni [65].
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(C)

2. &bra. A T4 32-fehérje kapcsolédasa egyfonali DNS-hez
a) kapcsolédas a DNS-lanc végén; b) — kapcsolédas a DNS-lanc mentén, alacsony fehérjekoncentraci6 esetén (egyenként); c) — kap-
csolédads magasabb fehérjekoncentraci6 esetén, fehérje—fehérje kolcsonhatadsok alakulnak ki, a kotés er6ssége kb. harom nagysagrenddel
megné [82
Fig. 2. Binding of T4 phage 329prot([ein]with single-stranded DNA
a) — binding at the end of the DNA chain; b) — binding along the DNA strand in case of low protein concentration (separately); ¢c) —
binding in case of higher protein concentrations. Protein—protein interactions occur, the intensity of the bond is increased by about three
orders of magnitude [82]



A fehérje kimotripszines, tripszines vagy pepszines korlatozott proteo-
lizisével harom stabil hasitasi termék allithaté el6: 34, 27 és 26 kilodalton
molekulatémeggel. A mintegy 1000 dalton tomeg({ N-terminalis B-peptid le-
hasitdsa kdévetkeztében a fehérje—fehérje kapcsolatok kialakulasa nem lesz
teljesérték(, a 8000 daltonnyi C-termindalis A-peptid elvesztésével a maradék
affinis lesz kétfonald DNS-hez [111]. Ha mind az A, mind a B régio hianyzik,
a maradék molekula képes szuperspiralizdlt DNS AT-gazdag szakaszainak
zésére. LegUjabban kimutattdk, hogy a T4 32-fehérje kétféle mechanizmus
révén képes nem-kooperativ kdtésre a DNS-sel: a nukleotidlanc végén és lanc
kozben. Az utobbi kotési tipus lesz stabilisabb, ha a DNS-hez kapcsoldodott
fehérjék egymassal is kapcsolédnak (2. abra).

A T4 32-fehérje ha magaban nem is képes a természetes DNS denatura-
cidjara, mas fehérjékkel egyitt igen. T7 fag DNS-en bemetszést (,,nicket”)
képezve, a keletkezd szabad 3’-OH-t primerként hasznositva, a T4 DNS poli-
meraz akkor képes az ép szalat replikdin!, ha a bemetszésnél a DNS denatura-
l6dik, egyébként, az enzim egymagaban hatastalan. A reakci6elegyhez T4 32-
fehérjét adva a bemetszett T7 DNS replikalhaté T4 DNS polimerazzal, jelezve,
hogy a sdf jelenlétében a DNS kdnnyebben denaturalédik [120].

A T4 fag 32-fehérje jelenléte sziikségesnek latszik a virus normalis rep-
az esetben a két funkcié nem valik el egymastdl.

Egyéb viruseredetl sdf-k. A T7 fagbol izolalhaté sdf egy 30 000 dalton
relativ molekulatémeg(, aszimmetrikus fehérje [131, 140], mely minden tulaj-
donsagaban emlékeztet a T4 32-fehérjéhez, oldatdb6l aggregaldédik, szoba-
hémérsékleten képes denaturdlni a poli [dAT]-t, de a természetes DNS dup-
lexeket nem. In vitro stimulalni képes a homolég DNS-polimeraz m(kddését,
de mas, virus- vagy baktérium-eredetli polimerazokat nem [61, 132].

A filamentozus fagokbél (FI, Fd, M13) izolalhaté sdf tulajdonsagait ille-
t6en replikacios kofaktor. A simplex DNS-gy(irihéz kapcsoldédva segiti annak
gatlé hatassal van [102, 121, 139]. A filamentozus fagokbol eldallithaté sdf
joval kisebb a T-fagokénal (Mr = 10 000), dimerizalédik, de ennél nagyobb
aggregatumokat nem lehet kimutatni [26, 121], jelezve, hogy a DNS-fehérje

¥

3. é&bra.fd fag 5 gén fehérje dimérjének kapcsolédasa afag DNS-hez. A kapcsolédéas eredménye-
képpen az egyfonald DNS-gy(ri nem-komplementer lineéaris duplexszé alakul [26]
Fig. 3. Binding of the dimer of gene 5 protein of the phage fd to the phage of DNA. The binding
results in the transition of single-stranded circular DNA into a non-complementary linear dup-
lex form [26]
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kapcsolédasban a fehérje fehérje komplexek kialakuldsa kevésbé fontos. A sdf
dimérek képesek viszont az egyfonall virus DNS gydrit palcaalaki nem-
komplementer duplexszé alakitani (3. abra) [26].

E. coli spirdldestabilizalo fehérje. A fehérjét biztosan nem fagfert6zott
E. colibdl allitottak el6 [113, 155, 175], s templatfiiggd szintetikus folyamatok,
els6sorban a replikaci6 kofaktora [104]. Az aktiv sdf relativ molekulatdmege
gs 000 dalton, négy egyforma fehérjelanc tetramerizacidjaval alakul ki [113,
155]. A tetramér alak a tovabbiakban méar nem hajlamos aggregaciora [175],
kb. 35 nukleotid hosszUsagu egyfonali DNS-t k6t meg [136], mely ezutan
messzemenden elvesziti nukleazérzékenységét. A fehérjéhez kotdétt DNS meg-
rovidil, a bazisok atlagos tadvolsaga 0,18 nm-re csdkken, valdszinlileg azért,
mert a fehérjekomplex allomanyéaban felgy(rédik [135]. In vitro az E. coli

sdf gatolja a DNS polimerdaz | és 111 m(kddését, a stabilis DNS-sdf komplex
kialakuldsa miatt. In vivo nyilvdan méas a helyzet, hiszen a tulajdonképpeni
replikdz nem a DNS polimeraz 111, hanem a DNS polimeraz 111*-bol és kopoli-

merazbol allo holoenzim [176], ennek m(ikddéséhez az E. coli sdf éppenséggel
sziilkséges [49]. A fehérje fokozza a DNS polimeraz Il mikodését [112, 155].
Itt sem arrél van sz6, hogy az enzim ¢DNS komplex stabilisabb lenne, mint
a sdf «DNS komplex, hanem arrél, hogy az enzimfehérje el6szor a sdf-vel
képez komplexet, amely levalik a DNS-r6l. A sdf hatdsara megn6 a DNS poli-
meraz altal kitolthet6 egyfonali DNS-rések hossza; ne felejtsik el, hogy a
polimeraz Il f6 funkcidja az ilyen rések kitdltése [112].

HosszG ideig nem sikerilt megtalalni a fehérjét koédoléd génszakaszt.
1979-ben sikerilt taldlni egy sajatos h6érzékeny mutanst (ssh-1), mely ugyan
tartalmaz sdf-t, de a vad tipusnal hdstabilis fehérje a mutans esetében 42 °C-on
reverzibilisen inaktivalddik. 42 °C-on az ssbh-1 sejtek extraktumaval sejtmentes
rendszerben nem képzddik G4 fag replikativ forma, s maga az E. coli replika-
tiv DNS szintézise is leall. Permissziv hdmérsékleten a sejtextraktummal létre
extrakum esetében [52, 104, 105]. Az E. coli géntérképén az sses-1 gén 90,8
percnél van, ezt a lokuszt eredetileg lexC génként irtak le, s az indukalhato
(,SOS”) reparacioban van jelent6sége [71]. Ezek szerint, mint az in vitro
adatok alapjan az varhato is volt, az E. coli sdf in vivo is replikaciés kofaktor.

Antitesttitralassal meghatarozva kb. 300 sdf molekula taldlhaté egy coli-
sejtben, ez néhany replikacids villa , kitamasztasara” lehet elegendd [175].

A sdf er6s kotédésével magyardzhatd, hogy gatolja egyes olyan, templat-
fligg6 enzimekhez kapcsol6dé exonukleaz aktivitdsokat, melyek in vivd nem
elsédlegesen nukledzként mikoédnek (DNS polimeraz | és Ill, recBC nuk-
ledz) [112].

Eukariotak replikativ sdf-ei. Eukaridta sejtekb6l szamos sdf-t sikerilt
eléallitani, ezek tdbbsége stimulalja az a-tipusG DNS polimerazt. Bizonyos
Ovatossagra int, hogy mint azt az el6bbi mikrobialis sdf-knél lattuk, a DNS
ben kifejtett hatdsra. Eukariota sejtekb6l kivont DNS-kot6 fehérjék esetében
ezt a kritériumot mégis valamivel komolyabbnak kell tekinteni. A DNS-
fehérje kapcsolodas ezeknél nem kooperativ (egyetlen novényi eredeti sdf ki-
vételével), s igy lényegesen gyengébb, mint a mikrobialis spiraldestabilizald
fehérjéké. E gyengébb kotés elegend6nek latszik arra, hogy a DNS komple-
menter lancait szétvalasztva tartsa, de nem akadalyozza a replikaciés enzimek
elmozduldasat a DNS mentén. Az eukariota sdf-ek altal kivaltott DNS polime-
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raz stimulacié mértéke nagyon eltérd, 3-t6l 50-szeres aktivitasfokozdédast sike-
rilt megfigyelni [45].

A legbehatébban tanulméanyozott allati eredetl sdf a borjatimuszbdl
izolalhaté 24 000 relativ molekulatomegld UP 1 fehérje (wnwindig protein),
mely izoelektromos fokuszalassal 4—35, igaz, nagyon kozeli, 7 kérili izoelektro-
mos pontd szubfrakciéra valaszthaté szét [56]. Az UP 1 fehérjék a borju-
timusz fehérjetartalmanak kb. egy ezrelékét teszik ki, specifikusan kot6dnek
egyfonald DNS-hez [56]. A poli[dAT]-n kivil a természetes nativ DNS-ek
olvadaspontjat is leszallitjak, viszont nem segitik a denaturalt DNS renatura-
cidjat [58]. Egy fehérjemolekula hét nukleotid hosszban kdét6dik az egyfonald
DNS-hez [56]. Mivel a DNS renaturaciojat az UP 1 frakci6 nem fokozza,
leiroik feltételezték, hogy in vivo a DNS denaturaciéjaban jatszik szerepet,

Ujabban az a vélemény, hogy a sdf-k az aktiv denaturaciés mechanizmusok
(helikadzok, polimerdzok) segit6 faktorai, s magukban nem képesek a DNS
kett6sspiralis megbontasara.

Az egér ascites-sejtekbdl kivonhato sdf (Mr”~ 30 000) figyelemremélto
tulajdonsaga, hogy DNS-kotési tulajdonsdgai és a-polimerdz stimuladlé hatasa
erésen fiigg a fehérje foszforilaciojatol [124]. Ha a fehérjét homoldg, kromatin-
eredet fehérjekinazzal foszforilaljak, az a-tipusi DNS polimerazra gyakorolt
stimulalé hatas elvész. A defoszforilalt fehérje preferencialisan kotédik egy-
fonald DNS-hez, foszforilaci6 utdn a DNS affinitds is csokken. A DNS-hez
kotott fehérje az egyfonald DNS-t extendalt helyzetben tartja. Ezt agy lehe-
tett bizonyitani, hogy a 9?X174 fag DNS-hez emelked6 mennyiségben adva
sdf-t, a kapott DNS-fehérje komplex szedimentaciés allanddja egyre fokozédd
mértékben marad el a nukleoproteid molekulasilya alapjan elvarhatétdl,
jelezve, hogy a DNS kiteritett alakot vesz fel [124].

Mivel a magfehérjék tisztitdsuk soran igen hajlamosak spontan defosz-
forilaciora [143], a sdf-k kotési stabilitdsara vonatkoz6 adatokat némi kritika-
val kell fogadni. A legtébb el6allitdsi mddszer erre a szempontra nem fordit
figyelmet, s nehéz megallapitani, hogy a tisztitott preparatum foszforilialt-
sdga megfelel-e az in vivo allapotnak. Nagyon valdszini, hogy a fentebb emli-
tett UP 1-fehérjék, melyek pontosan azonos helyzetben mozognak SDS-poli-
akrilamid elektroforéziskor, de szétvalnak izoelektromos fékuszalassal, ugyan-
csak a fehérjefoszfatok mennyiségében kilénbdznek egymastol.

A soréleszt6bdl eldallithaté C-fehérje (Mr = 37 000) igen erdsen stimu-
lalja a homolég DNS polimerazt, preferencidlisan kot6dik egyfonali DNS-hez.
Egy fehérjemolekula 12 nukleotid hosszlUsagli DNS-szakaszt két meg [32].
A kukoricaliszég (TJstilago maydis) 20 000 dalton tomeg({ sdf-e hasonlé
tulajdonsagokkal rendelkezik [13, 182].

Virusfert6zott (HSV, SV, adenovirus 2) sejtekben Gjabb spirdldestabili-
zalo fehérjék jelennek meg [125, 130, 152]. Az adenovirus fert6zés esetében
az Uj sdf-k biztosan a virussal keriilnek a sejtbe [152], a masik két esetben nem
vilagos, hogy azokat a virusgenom kdédolja-e, vagy a fert6zés hatasara induka-
l6dnak a gazdasejtben.

Egészséges felndtt ember vérsavojabol kimutathaté egy 45 000 dalton
tomeg( fehérjekomponens, mely er6sen kot6dik mind nativ, mind denaturalt
DNS-hez. El8rehaladott daganatbetegségben szenved6 betegek szérumabdl e
fehérje eltlinik. Mivel ilyen esetben megn6 a vérben keringd szabad DNS
mennyisége, feltételezik, hogy ez a fehérje tavolitja el a szabad DNS-t a
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szérumbol, s eltlinése el6rehaladott daganatoknal kimerilési tinet lenne [89].
Nehéz lenne megallapitani, hogy az emlitett fehérje milyen kapcsolatban van
a fibronektinnel, egy, a vérplazmaban szabadon és a sejtmembranhoz kotve
egyarant el6fordulé fehérjével, melynek a sejt sejt kdlcsonhatdsokban lehet
szerepe, s mennyisége csokken metasztazist képez6 daganatokban. E fehérje
ugyancsak er6s DNS-affinitdst mutat (asszociaciés konstansa 4,6 ¢ 10-s M),
s jelentds mennyiségben taldlhatéo kromatinhoz kétve is [186].

2. Rekombinéacids spirdaldestabilizalé fehérjék

A spiraldestabilizalé fehérjéknek valdsziniileg kilén csoportjat képezik
azok, melyek nem a templatfiggd szintézisek kofaktorai, hanem a rekombina-
ciés folyamatokban vesznek részt. Liliom mikrosporocitakbo6l sikerilt egy
,R-fehérjének” nevezett fehérjét izolalni, melynek megjelenése id6belileg
egybeesik a meiotikus rekombinéacioval. Az R-fehérje alaposabb vizsgalat soran
DNS-kot6 fehérjének bizonyult, mely preferencialisan egyfonald DNS-hez
mutat affinitdst [64]. Az el6bbiekben targyalt sdf-ekkel ellentétben nem stimu-
lalja a DNS polimerazt, viszont a DNS denaturaciojat és renaturaciojat meg-
gyorsitja [64]. A fehérjét alkalikus foszfatazzal kezelve, megsz(inik a denatura-
ciot—renaturaciot fokoz6 hatads, ugyanigy a preferenciadlis kot6dés egyfonald
DNS-hez: a defoszforilalt fehérje egyarant k6t6dik nativ és denaturalt DNS-
hez. A refoszforilacio magaban nem allitja vissza a fehérje nativ tulajdonsagait,
ha azt heterolég fehérjekindzzal kisérelik meg. A mikrospermiocitakbdl el6-
allithatdo, cAMP-fiiggetlen fehérjekindz hatasara a fehérje kissé foszforilalodik
(kb. 2 foszfatmaradék fehérjemolekulanként), de ez nyilvan specifikus, mert
az R-fehérje denaturdcid renaturaci6 gyorsité hatasat és egyfonald DNS-affi-
nitasat nagyrészt visszaallitja [64].

A liliom R-fehérjéhez igen hasonlé sdf preparalhaté patkany spermato-
citdkbaol [62]. A liliomhoz hasonléan a sejtmag lipoproteid frakciéjabol, tehat
a maghartya destrukci6ja utan, az annak tormelékét tartalmazo komplexbdl
allitjak eld, de a tisztitott fehérje mar nem tartalmaz lipidet. Erdekes modon,
a fehérje DNS renaturalé hatdsa Mg++-tartalmi, denaturalé hatdsa Mg++-
mentes kdzegben érvényesil [97].

A helikazok

A helikdzok egyfonald DNS-hez két6d6 enzimek, melyek egy denaturalt
DNS-szakaszrol elindulva a kétfonald DNS-t denaturalni képesek ATP ko-
szubsztratum hidrolizise mellett. A helikazok jelolésére ugyancsak meglehetds
tarka terminologia alakult ki az évek sordn. Eleinte DNS szétcsavard enzim-
nek (DNA unwinding enzyme, DNA untwisting enzyme) nevezték, majd egy-
szer(ien DNS-fliggé ATP4aznak. Ujabban a helikaz elnevezés terjedt el.

Abdel-Monem 6éS Hoffmann-Rerling Szerint a helikazok legfonto-
sabb kozds jellemzdi a kovetkez6k: a) az enzim m(ikddése soran ATP hidroli-
DNS-komplexbh6l valé felszabaditasahoz; b) mikddésikhoz szikség van egy,
mar el6zetesen denaturdlt DNS-szakaszra, ahova kapcsolédni képesek, s a
tovabbi denaturéacidt err6l az iniciator-régiobdol kiindulva végzik; c) az enzim-
molekula ATP-t61 fliggetlenil is k6t6dik a DNS-hez; d) egy-egy adott enzim
csak egy iranyban képes a kettésspiralist denaturalni; e) az enzimatikus lanc-
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nyitas sebessége altaldaban 1000 nukleotid/sec koril van, vagyis hasonlé ahhoz,
amellyel a replikacios villa mozog él6 sejtben [5].

Mind prokariotdakbol, mind eukaridétakbdél szamos helikazt sikerilt izo-
lalni, s a spirdldestabilizalé fehérjékhez hasonléan, a helikdzok mikdodési tulaj-
donsagai kilonboznek aszerint, hogy templatfiggé nukleinsav szintézist, vagy
rekombinaciés folyamatot segitenek. A rekombinaciés helikdzok legfontosabb
jellemzdje az, hogy nem képesek stimulalni a homolég DNS-polimerazt.

1. Replikacios helikdzok

A replikaciés helikdazok mind baktériumsejtben, mind sejtmag alloma-
nyaban a DNS replikaciot segité faktorok. Hatadsuk valdészinien nem korlato-
z6dik a replikaciéra, hanem mas, kétfonald DNS templattol fiigg6 reakciok is
fokozodnak, ha a megfelel6 helikdz, a polimeraz mikodésétdl fliggetlendil, el6re
szétvalasztja. Meg kell jegyezni, hogy a nukleinsav polimerazok mi(ikddése
kdzben a nukleozid-trifoszfat prekurzorokrol lehasad6 pirofoszfat akkora ener-
giat szabadit fel, hogy ez éppen elegend6 a foszfodiészter kotés szintézise mel-
lett a DNS kettsspirdlis denaturacidjahoz és az enzimmolekula helyvaltoz-
tatdsahoz is. lgaz viszont az is, hogy a csupan DNS-t, polimerazt nukleozid-
trifoszfatokat és ionokat tartalmazdé in vitro rendszerekben akar az RNS, akar
a DNS szintézis sebessége két-harom nagysagrenddel alacsonyabb, mint in
vivo, s a keletkezd polinukleotidok hossza is joval elmarad a természetes
termékétol.

A DNS-t szétcsavard, ATPaz aktivitasu enzimek funkciondalisan tovabbi
két csoportba sorolhaték. Egy sor ilyen enzim magéaban nem képes a DNS
duplex denaturacidjara, csupan mas enzimek, pl. DNS polimerazok jelenlété-
ben. A DNS helikaz elnevezést tulajdonképpen azoknak az enzimeknek a jeld-
lésére javasoltak, melyek magukban, mas enzim mi(ikddését6l fiiggetlenil is
képesek a DNS denaturaciGjara [5]. Osszefoglalénkban ezt a megkiilonbdztetést
nem tekintjuk dontének azért, mert nyilvan az ,,6nallé” helikdzok is valami-
lyen méas folyamat (szintézis, rekombinéacio) kofaktorai, igy a megkuléonbdzte-
tésnek csak tisztdn enzimolégiai jelentésége van.

E. coli helikdzok. Az elsé E. coli helikdzt, a DNS helikdz 1-et 1976-ban
irtak le, s hatasmechanizmusat tekintve egyedilallo a tébbi hasonld enzim
kozott. Az enzim monomérje 180 000 dalton toémegd, erésen aszimmetrikus
(1 :11) fehérje, mely csak egy aranylag hosszl, 200 nukleotidnyi denaturalt
DNS-szakaszhoz kapcsolddva képes elkezdeni mikddését [1, 2]. Ehhez, a mar
eredetileg is denaturalt DNS-hez 70—80 enzimmonomér kapcsoldédik, s ott
fehérje fehérje kdlcsonhatasok kévetkeztében egységes aggregatumma f(iz6-
dik, melynek ATPaz aktivitasa lesz. Az ATP hidrolizise kdvetkeztében az
aggregatum 5’—=3’iranyban-elmozdul azon a DNS-szalon, amelyen megkotédott,
s ekdzben a kétfonald DNS-t processziv médon szétvalasztja (4jA. abra).
A baktériumsejtben aranylag kevés DNS helikdz | van: 500—700 molekula
sejtenként. In vitro, sejtmentes baktériumextraktumban a replikativ DNS
szintézist a helikdz | ellen termelt antitest nem valtoztatja meg [5].

Egy évvel a DNS helikaz | felfedezése utan talaltdak meg a DNS helikaz
II-t E. coliban, s azt is sikerilt valészin(Gsiteni, hogy azonos a masok altal mar
korabban leirt DNS-fiiggé ATPaz aktivitasu fehérjékkel. A DNS helikaz hatas-
modja alapvet6en eltér a helikdz 1-ét6l. Az iniciacidhoz sziikséges denaturalt
DNS szakasz joval rovidebb, kb. 12 nukleotid hosszUsagu, s az enzim sztéchio-
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4. abra. Kiilénboz6 helikazok hatdsmechanizmusa A — helikdz | (E. coli); B — helikaz Il
(E. coli); C — rep fehérje és a helikaz 111 (E. coli) [5]
Fig. 4. Mechanism of different helicases. A — helicase | (E. coli); B helicase Il (E. coli);
C — rep protein and helicase 111 (E. coli) [5]

metrikus aranyban kot6dik a DNS-hez [86]. Egy enzimmolekula 5 nukleo-
tidnyi DNS szakaszt képes denaturalni, s ezutan kétve marad a DNS-hez. Igy
a DNS teljes denaturacioja akkor kovetkezik be, ha a DNS enzimmel telitédik.
Az enzim relativ molekulatémege 75 000 dalton, nem aggregalédo, globularis
peptid, melynek ATP&z aktivitdisa DNS-fliggé. Nem vilagos viszont, milyen
szerepe van az ATP hidrolizisnek a DNS denaturacidjaban [3, 4].

Sem a DNS helikaz I, sem a helikaz 11 genetikdja nem tisztazott. Egy sor
defektiv replikacioju mutans attanulmanyozasa utan sem sikerilt megtaléalni
egyik enzim helyét sem az E. coli géntérképén. In vitro modellrendszerben a
DNS helikaz elleni antitest gatolni képes E. coliban a zart lambda-fag DNS-
gy(lrd replikéacidjat [5], igy élettani szerepe val6sziniileg hasonlé reakciékban
van. A helikdz Il kb. tizszer tébb példanyban van jelen a baktériumsejthen,
mint a helikdz 1 [3].

DNS helikdznak bizonyult a KoRNBERG-munkaesoport altal talalt rep
fehérje [145, 146]. Az E. coli rep mutans DNS replikacidja lassubb a vadnal,
de megtartott, nem képes viszont a replikativ formava alakult 99X 174 fag
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tovabbi replikaéidjara. A rep gén terméke egy DNS-fiiggé ATPaz aktivitasu,
65 000 dalton tomeg( globuléaris peptid. Hatdsmechanizmusa olyan, hogy a
3’—5’irdnyban elmozdulé enzim denaturadlja a DNS-t ATP hidrolizise mellett,
de az csak akkor marad meg denaturalt allapotban, ha E. coli spiraldestabili-
zalé fehérje kapcsolédik hozza (4/C. abra). Az enzim iniciaciéjahoz elegendd
egyszer(i bemetszés a templatszalon. Az enzimmolekula elmozduldsa soran a
DNS-en nukleotidonként egy-egy molekula ATP hidrolizalédik [80, 183],

A rep-deficiens sejtekben nemcsak a baktériumkromoszéma replikacioja
megtartott, hanem a A-fagé és a ColEl plazmidé is, vagyis azokban az
esetekben, amikor a replikacio rifampicin-érzékeny, RNS-primérbdél indul ki
[146]. A jelenség magyarazata az lehet, hogy az RNS-szintézis sordn denatu-
ral6dé DNS szakasz a DNS helikaz Il iniciaciojat lehetévé teszi, s ez a paren-
talis szalon 5°—3 iranyban nyitna a DNS duplexet [183], A normalis replika-
déhoz szikség lehet mindemellett a rep fehérjére is, hiszen, mint emlitettem,
a vad baktérium replikdci6ja gyorsabb, mint a rep mutansoké. In vitro is
kimutathatd, hogy a kétféle helikaz segiti egymas hatasat [5].

Yarranton €és munkatarsai leirtak E. colib6l egy tovéabbi helikazt,
melyet DNS helikaz Ill1-nak neveztek el [184, 185]. Az 56 000 dalton tdmeg
fehérje tulajdonsagai a rec fehérjére emlékeztetnek: az enzim a templatszalon
mozog (3’—s’ irdnyban), m(kodését fokozza az E. coli spirdldestabilizald
fehérje, s6t a T4 32-fehérje is [185].

T4 fagfert6zés utdn a fert6zott baktériumsejtben a DNS helikaz I11-héz
hasonld, Gj helikaz jelenik meg, mely a fag dda gén terméke [83]. A T4 helikaz
molekulanként két nukleotidnyi DNS-hez kotédik, s szintén egy aranylag
rovid iniciator-régiét igényel, nem indul ki egyszerl lancszakadasbol [83].
Az enzim tdmege 63 000 dalton, de részleges proteolizissel keletkezd toredékei
koézll van egy 22 ooo-es fragmentum, mely még mutatja az enzim 06sszes tulaj-
donsagait [127]. Debreceni és mtsai még 1970-ben leirtak egy T4 fagfert6zés
utan megjelend DNS-fiiggé ATPazt, mely hasonléan alacsony molekulastlyd
(18 000) volt [40]. Val6sziniileg a két enzim azonos: a kordbban kimutatott
DNS-fligg6 ATPaz a T4 helikdz proteolizise soran keletkezett, még aktiv
degradacités terméknek felelhet meg [127].

A T7 fag 4 gén terméke szintén DNS-t szétcsavar6 ATPaz. A gén termé-
két, mint replikaciés kofaktort azonositottak, mely mind az UKAZAKi-frag-
mentumok iniciaciéjahoz, mind a T7 DNS polimeraz altal katalizalt DNS szin-
hez (illetve annak 57 000 dalton témeg(, még aktiv degradaciés termékéhez)
két enzimaktivitas kot6dik [142]. Az egyik aktivitas egy denaturalt DNS-
templattdl figgdé oligoribonukleotid szintetaz-aktivitas, hasonlé jelent6séggel,
mint amilyen az E. coli dnaG fehérjének van [19]: az OKAZAKi-fragmentumok
primerjét hozza létre. A masik aktivitds egy DNS-fiiggé ATPaz, helikaz funk-
cionak felel meg. A két aktivitas él6ben valdszinlileg nem egyidejlileg, hanem
egymast kovetden jut érvényre [142].

Eukariota helikdzok. Cobianchi és munkatarsai borjatimuszbol vontak
ki olyan enzimet, mely tulajdonsagaiban az E. coli helikdzokhoz hasonlé [33].
Az enzim ATP jelenlétében a DNS processziv denaturaci6jat hozza létre, mi-
kdozben lényegesen stimuldlja DNS-polimeraz-a mikodését [33]. A stimulacio
mértéke poli[dAT]-n 8,4-szeres, RNS-polimerazzal el6kezelt (tehat RNS pri-
mért tartalmazo) BK virus szuperspiralizalt DNS-en tébb, mint tizszeres [33].
A borjatimusz helikaz a DNS-en 5—3’ iranyban mozdul el, s tulajdonsagait
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illetéen jél megfelel az Alberts és Sternglanz altal javasolt replikacids
modellnek [8], melyet az 5. 4brdan mutatunk be.

5. dbra. Alberts és Sternglanz replikaciés modellje [8] az eukaridta sejtekre alkalmazva [45]

Fig. 5. Model of replication according to Alberts and Sternglanz [8] adapted for
eucaryotic cells [45].

Valo6szin(ileg helikdz funkciot tolt be a concanavalin-stimulalt limfoci-
takbdl izolalt DNS-fliggé ATPaz is [123].

2. Rekombinéacidés helikadzok

A prokariotakbdl kivonhato helikazok egy része mind a replikaci6s, mind
a rekombinacios folyamatok kofaktora lehet, igy felmeril a kérdés, indokolt-e
a replikacios és rekombinacios kofaktorok szétvalasztasa. A messzemend at-
fedések ellenére sem szabad elfelejteni, hogy mind a spirdldestabilizalé fehér-
jék, mind a helikdzok meglehetésen heterogén csoportot alkotnak, s e hetero-
genitasnak nyilvan megvan az élettani jelent6sége. Egy sor helikaz m{kddése
egyértelmien a rekombinaciés folyamatokhoz kapcsolodik, igy indokoltnak
latszik ezek kiulon csoportba sorolasa is.

E. coli recBC fehérje. A normalis rekombinaci6ért felel6s recB és recC
lokuszok terméke egy 270 000 dalton tomeg(i ésszetett fehérje, melyet kezdet-
ben egy ATP-fiiggé nukledzként azonositottak [53, 72, 94]. Ennek, az ,exo-
nukledz V” -nek a hatdsmechanizmusat alaposabban megismerve kiderilt, hogy
az enzim él6ben helikdzként mikodik, s a nukleolitikus aktivitds inkdbb csak
in vitro koriilmények kozott mutathatd ki, valésziniileg alarendelt jelent6ség
kisér6 aktivitas [162], Mint exonukleaz, a recBC fehérje mind 5’ —3’, mind
3’ 3j 5’ iranyban bontja a linearis duplex DNS-t, s a termék nem mononukleo-
tid, hanem kisebb-nagyobb oligonukleotidok keveréke. Az oligonukleotid ter-
centracio mellett hosszabbak lesznek a keletkez6 egyfonali DNS-fragmentu-
mok [44], E. coli spirdldestabilizalé fehérje jelenlétében gatlédik az enzim
nukleolitikus aktivitasa, de megmarad a DNS-lancokat szétcsavard helikaz
aktivitas [95, 162].

Hasonldé természetli enzimet sikerilt el6allitaui Haemophilus influenzaé-
bél, mely kifejezettebb nukledz aktivitasa ellenére is, elsésorban helikdznak
tekinthetd [177].

Meiotikus helikazok. Az eukariota sejtekbdl el6allitott helikazok egy része
olyan objektumbol szarmazik, mely sok meiotikus sejtet tartalmaz: liliom
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spermatogoniurubdl vagy hereszdvetbdl [45, 63]. E fehérjék kozos jellemvonasa,
hogy aktiv, ATP-fliggé folyamatban denaturaljak a kétfonald DNS-t, de nem
stimulaljak a homolég DNS polimeraz-ac mikdédését in vitro rendszerben. A re-
kombinaciés helikazok feltételezett szerepe az, hogy mkodésik soran denatu-
raljak a meiotikus rekombinaciéban résztvevé DNS-szakaszokat. E szakaszok-
hoz a rekombinacids (esetleg egyéb?) spirdldestabilizalé fehérjék kapcsolédnak,
s azt atmenetileg denaturalt allapotban tartjak anélkil, hogy a DNS-szal sza-
balytalan globulussa csavarodna dssze [45]. A folyamat vazlatat mutatjuk be
a 6. abran. A rekombinacios spirdldestabilizalo fehérjék reverzibilis foszforila-
ciojanak abban lehet jelent6sége, hogy reverzibilisen megné vagy lecsdkken

6. dbra. A meiotikus rekombinaciéban résztvev6, a DNS szerkezeiére haté faktorok mikdédési
modellje [45]

Fig. 6. Model of the mechanism of the factors which affect the DNA structure in meiotic
recombination [45]

DNS-koté képességik, igy a denaturalt DN S-hurok stabilitdsa is csak atmeneti.
A foszforilacidt a sejtmag fehérjekinazok és fehérjefoszfat foszfatazok szaba-
lyozni képesek. Minthogy ezek az enzimek részben a ciklikus nukleotidok sza-
balyozasa alatt allnak, végeredményben a rekombinaciéban részt vehet6 DNS-

szakaszok kialakulasa és eltlinése bekapcsolddik a sejt altalanos szabalyozasi
rendszerébe.

Kétfonall DNS-hez kot6d6 fehérjék

Az eddigiekben a DNS kettdsspirdlis denaturacidjara vagy renaturacio-
jara hatdo enzimeket és struktdrfehérjéket tekintettik 4at, vagyis azokat,
melyek a DNS maéasodlagos szerkezetét befolyasoljak. A kétfonald DNS-hez
kot6d6 faktorok mindegyike a DNS magasabb spirdlszerkezetének kialakitasa-
ban jatszik szerepet. Bevezet6il hasznosnak latszik réviden attekinteni a DNS
szuperspiralizacidjaval kapcsolatos alapfogalmakat.
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A DNS magasabb spiralszerkezete

Az €16 szervezetekben taldlhat6 DNS mindig t6bbszordsen feltekeredve
fordul el§, a kromoszomak tobb ezerszer rovidebbek, mint az 6ket felépitd
DNS-lancok hossza lenne kiteritve. A bevezet6ben emlitett kompaktizacio
tobbszords spiralizaciét jelent, spirdlszerkezetek ismételt felcsavarodasat.
Crick metafazisos kromoszémara vonatkozé modellje szerint legalabb négy
spiralrendszer épil egymasra [11].

A DNS funkcidja szempontjabol a DNS kett§sspiralis altal alkotott els6
magasabb spiralszerkezet latszik fontosnak, tobb okbdl is. Els6sorban, ez a
magasabb spiralis szerkezet nemcsak a DNS kettésspiralis Gjabb feltekeredése,
hanem egy meghatarozott, allandé eltérés a DNS ,idealis” B-konformacioja-
tol, s mint ilyen, az él6évilagban univerzalis. Masodsorban, ez a magasabb
spirdlszerkezet nemcsak nukleinsav—fehérje kdlcsonhatasok révén alakulhat ki
és rogzilhet, hanem gydrdalakd duplex DNS molekuldban maga a kettésspira-
lis kovalens kotésrendszere is rogziti, megmarad a DNS febérjementesitése
utan is [166]. Harmadszor, ha a DNS kettdsspiralis ugy tekeredik fel, hogy ez
megfelel a hisztonok DNS-komplexei, a nukleoszoémak szerkezetének, a DNS-en
hasonlo el6jell és slir(iségl szuperspiralis menetek alakulnak ki, mint olyan
organizmusokban, melyekben nincsenek hisztonok és nukleoszoméak. Ez az
els6dleges szuperspiralis tehat majdnem ugyanolyan allandé szerkezeti jellem-
z6je az él6 szervezetek DNS-ének, mint maga a kettés spirdlis felépitése.
Az ennél magasabb spiralis szerkezetek, vagyis e szuperspiralis tovabbi szuper-
spiralizacidjabdl kialakulé képz6dmeények még nem ismertek eléggé, s valo-
szinlleg kevéshé altalanosak.

Jelen o6sszefoglaloban a DNS szuperspiralison csupan a kétfonali DNS
felcsavarodasaval el6allo, elsé szuperspiralist értjik, mivel ennek funkcionalis
jelentésége kezd érthetdvé valni: minden jel arra mutat, hogy ez jelenti a DNS
Laktiv” térszerkezetét.

A magasabb spirdlszerkezet mibenlétét legjobban akkor érthetjik meg,
ha gondolatban végigkisérjik wang és munkatarsai kisérletét, melynek segit-
ségével meghataroztdak a DNS szuperspiralizaciéjaval jaré szabadenergia val-
tozast [171].

Tételezziik fel, van egy zart, cirkularis DNS-ink, példaul valamilyen
plazmidbdél, majd endonukleazzal vigyink be egyik széalra egyetlen lanctdrést,
vagyis tegylk lehetévé, hogy a bemetszett DNS-szal szabadon elforduljon az
ép szalhoz képest. Ezen a molekulan a DNS kettdsspirdalis menetszama a
W atson— Crick modellnek megfelel6en, eléggé pontosan:

bazisparok szama

P~ 10~

A spiralisnak ez a R menetszama a h6mérséklettdl fiigg. Kissé alacsonyabb lesz
magasabb hémérsékleten, a h6mozgas a kett6sspiralt kissé ,széttekeri”; ala-
csonyabb hémérsékleten — forditva —, kissé magasabb. Ligdz enzimmel zar-
juk most vissza a DNS-t gydrlGvé! A gylriben taldlhatdé DNS menetszama
nyilvan ugyanolyan lesz, mint egy hasonl6 hosszisagu linearis DNS molekulaé,
hiszen a lanczaras el6tt a DNS-en lev6 lancbevagas lehetévé tette, hogy a DNS
az adott korilmények kdézott legvalészinlibb menetszamot felvegye. Valdban,
agarézgél-elektroforézissel vagy izokinetikus centrifugalassal a linearis és a zart
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cirkularis duplex DNS ilyenkor azonos helyen jelenik meg, feltéve, hogy a
DNS hémérséklete a lanczaras pillanatdban és az elektroforézis (vagy centri-
fugalas) soran azonos volt.

Vegyuk most azt az esetet, hogy a DNS-t, mondjuk 10 fokkal maga-
sabb hémérsékleten zartuk gy(lrlvé mint az elektroforézis tértént. Az 5000
bazispart tartalmazé DNS menetszama a gy(rlzarasi hédmérsékleten legyen
495. Ez a 495-6s menetszam marad zart duplex gydriben egy olyan, alacso-
nyabb hémérsékleten is, ahol a linearis, vagy bevagott cirkularis DNS menet-
szadma mar 505 lenne. A menetszam azért marad valtozatlan, mert a két elemi
DNS-szal egymashoz képest nem tud elfordulni. Alacsonyabb hémeérsékleten
tehat az a helyzet, mintha a kett6s spiral kissé tal lenne csavarva, s ennek az
er6nek a hatdsara a kett6s spiral egészében megcsavarodik, s sajat menet-
iranyaval ellentétes iranyl tiz hurkot vet. igy kialakul a DNS adott hémérsék-
letére jellemz6 menetszam (505) Ugy is, hogy a két DNS-szal csak 495-szor
csavarodott meg. A példaban szerepl6 szuperspiralist negativnak nevezzik
azért, mert az alapspiral menetek szama kevesebb, mint a hasonlé nagysagu, de
linearis, igy rogzitetlen végli DNS menetszama lenne hasonld korilmények
kozott, s azért, mert a magasabb spirdlis menetiranya ellentétes az alapspirali-
séval. Mivel a Watson—Crick modellben leirt DNS ,jobbmenetes”, annak
negativ szuperspiralis hurkai ,balmenetesek”. A gondolatmenetet ellenkez6
elGjellel végigkisérve jutunk a pozitiv szuperspiralis szerkezethez. Végsé fokon
a negativ szuperspiralizacié értelme az, hogy ilyenkor a DNS kissé ,szét van
csavarva”, pozitiv szuperspiralizacié esetén ,tdl van csavarva” a legval6szi-
niibb menetszdmhoz képest.

A kis, néhany ezer bazispar nagysagd DNS-gy(rik szuperspiralis alla-
pota meglep6en pontosan mérhet6, mert ugyanaz a DNS eltéré szuperspirali-
z4cio esetén eltérd hidrodinamikai tulajdonsagokat mutat. A szuperspiralizacio
jellemzésekor az alabbi mutatékat hasznaljak:

-a — topoldgiai menetszdm, kotési szam (topological winding number,
linkage number) a DNS-gy(r{ 6sszes spiradlmeneteinek szdma. A pontos meg-
hatarozas szerint az a menetszam, mely akkor allna el6, ha a DNS-gydir(t egy
sikba kényszeritenénk. Ilyenkor a szuperspiralis menetek vagy ,racsavarod-
nak” az alapspiralisra (pozitiv szuperspiralis menetek), vagy arrol ,lecsava-
rodnak” (negativ szuperspiralis menetek). A kotési szam minden zart, cir-
kularis DNS molekulara nézve egy allandé érték, mely mindaddig nem valto-
zik, mig a DNS-szalak kovalens kotésszerkezete érintetlen marad.

-8 — alapspiralis menetszam (helix winding number) az a menetszam,
mely adott korilmények kozott a legvaldészinlibb, a DNS gyl(rlvel azonos
nagysagu linedris DNS szakasz menetszama. Ez az érték a hémérséklet, ion-
er6sség, az oldatban levé kationok min&sége szerint valtozik, de megvaltoz-
tatjak polikationok (spermin, spermidin), interkalans szerek (etidiumbromid,
propidiumjodid stb.) is.

-r — szuperspiralis menetszam a kett6sspiralis altal képezett magasabb
spiralis menetszama.

A héarom érték kozott egyszerli szamtani 6sszefiiggés van [167]:

r=x —=R

Az elébbiekben elmondott példaban a = 495, 8 — 505, r = —10 volt. Hasz-
nalatos még egy tovabbi mutatd, a szuperspiral slrlség (0'), mely azt fejezi
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ki, hogy tiz bazisparra hany szuperspiralis menet esik. Tiz bazispar korilbelil
egy menetnek felel meg a DNS kettésspiralison, igy ez a mutatd azt fejezi ki,
hogy az alapspiralist a szuperspiralizaci6 mennyire modositja.

Az a-érték, a kotési szam, mint lattuk, egy intakt cirkularis DNS-re
nézve alland6, mig a B valtoz6. Az alapspiralis menetszam valtozasat a zart
gylrd nem tudja kovetni, ezért a felesleges vagy hidnyz6 meneteket szuper-
spiralis menetek egyenlitik ki. A szuperspiralizalt allapot szabadenergia ndve-
kedéssel jar, megsziinése szabadenergia csékkenéssel. igy tehat, ha a szuper-
spiralizalt DNS-gylir(iben akar csak az egyik szal folytonossdga megszakad,
a DNS szalak elfordulnak az alapspirdlis menetszamnak megfelelé helyzetbe,
a DNS relaxalodik.

Mint emlitettiik, kis DNS-gy(rik esetében, ahol a szuperspiralis menet-
szam néhanyszor tiznél nem nagyobb, agar6zgél elektroforézissel elkilonithe-
t6k ugyanannak a DNS-nek kiilénb6z6 szuperspiralis menetszamu formai.
A szuperspiralizalt (-)- vagy —) DNS elektroforetikus motilitasa a tomdrebb
szerkezet miatt nagyobb, az alacsonyabb fokban szuperspiralizalt DNS vagy
relaxalt DNS motilitasa kisebb. Ugyanez &ll a DNS izokinetikus gradiensek-
ben mutatott mozgékonysagara is.

Mint mar emlitettik, az alapspiralis menetszam megvaltozik interkala-
torok hatasara [14, 15]: a bazisparok kozé ékel6dd interkalator molekula kissé
szétfesziti egymastél a szomszédos bazisparokat, ekézben a spiralis is kifordul;
egy etidiumbromid molekula interkaldci6ja 26° szétcsavarodast okoz [173].
Negativ szuperspiralizacio esetén lattuk, a kotési szam kisebb, mint az alap-
spirdlis menetszdm. Ha ilyen DNS-hez interkaldatort adunk emelkedé kon-
centracidéban, a spiralis szétcsavarodasa kovetkeztében az alapspirdlis menet-
szam csOkkenni fog, a DNS-gy(rl relaxalédni kezd, majd ha eléri a kotési
szamot (a = B), teljesen ellazul. Az interkalans koncentracié tovabbi
emelése, s az alapspiralis menetszam tovabbi csdokkenése kovetkeztében a
DNS-en ismét szuperspiralis menetek jelennek meg, de most mar pozitiv menet-
irannyal. A szuperspiralis relaxaci6ja, majd ismételt megjelenése nyomon
kovethetd6 mind elektroforézissel, mind centrifugdldsos és viszkozimetrias
maddszerekkel.

A szuperspiralitds megitélésének kdzvetett, de egyszerli modja a DNS
altal megkotott etidiumbromid fluorimetrias mérése. A DNS altal megkdthetd
etidiumbromid mennyiségét telitési allapotban a szuperspiralizacié nem befo-
lyasolja. Negativ szuperspiralizacio esetén, a DNS ,el6feszitése” kovetkezté-
ben alacsony etidiumbromid koncentracié6 mellett tobb szinezék kotédik a
DNS-hez, mint relaxalt allapotban. igy az adott koncentracié mellett meg-
kotott etidiumbromid mennyiségébdl kovetkeztetni lehet a DNS harmadlagos
szerkezetére.

A hatvanas évek kdzepén ismerték fel, hogy az él6vilaghan el6fordulo
zart, cirkuldiis DNS-ek mindig szuperspiralizaltak. Tiz évbe kerult, amig ki-
deriilt, bogy ez mindig egyforma polaritdsu, vagyis a természetes DNS-gylir(k
negativ szuperspiralizaciét mutatnak, s ez feltétele a DNS templatként vald
mikodésének [129, 144].

A szuperspiralizacié masik fontos kdvetkezménye, hogy szuperspiralizalt
DNS-en tartésan megjelenhetnek az energetikailag teljesen valdszindtlen
palindroma-,,filek”. Wang szamitadsa szerint a 7. abran lathaté palindroma-
szakasz PM2 fag DNS-en, a fizioloégiasnal kb. kétszer magasabb negativ szuper-
spirdlis menetszam mellett stabilis lesz fiiles térszerkezetben [65]. Mivel a
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7. &bra. Palindroméalis DNS-szakasz kett6s spiralis (a) és ,,fliles” (b) szerkezettel. Az utédbbi erés
negativ szuperspiralizacié esetében stabilis képz6dmény lehet [65]
Fig. 7. Structure of palindromal DNA. (a) Double helical structure; (b) structure with “ears”.
The latter can be a stable formation if DNA is highly superspiralized

palindroma-hurkok egy sor enzim szamara (pl. restrikciés endonukledzok) tajé-
kozddasi pontokat jelentenek a DNS-szalakon, a negativ szuperspiralizacio
ilyen szempontbdl is a biologiai aktivitas el6feltételének latszik.

Nukleoszéma-képz6 fehérjék

A specifikusan egyfonalid DNS-hez kot6d6 fehérjék (spiralis destabilizald
fehérjék) altalaban csokkentik a DNS olvadaspontjat. A preferencialisan két-
fonalld DNS-kot6 fehérjék, bar altaldban szintén hatdssal vannak az olvadas-
pontra, nem mutatnak ilyen szabalyossagot: a Tm-pont csokkenése vagy emel-
kedése egyarant elé6fordulhat. E fehérjék f6 kozos jellemvonasa, hogy egymas-
sal 6sszekapcsolédva olyan fehérjemagokat alkotnak, melyre a DNS kett6s-
spiralis szabalyos szuperspiradlis forméaban felcsavarodhat.
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I.Hisztonok és a nukleoszomalis szerkezet

A nukleinsavak felfedezésével egy id6ben mar Miescher felismerte, bogy
azok mindig fehérjék kiséretében fordulnak el6. A rajnai lazac spermajaban
eléforduld protamin, majd a libavér DNS kiséréfebérjéje voltak az elsé koze-
lebbrél megismert sejtmag fehérjék [23]. A hiszton elnevezés egy téves munka-
hipotézisb6l szarmazik. A foly6ban vandorld lazac ivaskor nem taplalkozik, s
az ivarszervek sulynovekedése az izomfehérjék rovéséra, az izmok sulycsék-
kenése mellett kovetkezik be. Mivel a spermiumok fé fehérjekomponense, a
protamin peptonszer( tulajdonsadgokkal rendelkezik, azt hitték, hogy az izom-
fehérjék peptonszer( bomlastermékeir6l van sz6. Amikor Kesser 1884-ben
hasonlé fehérjét allitott el liba eritrocitdkbol, azokat szdveti (hisztogén)
még ma is tanulsdgos H. Busch, egyébként azota elavult monografidja [23]).

A hetvenes évek masodik feléig a hisztonok f6 jelent6ségét a génexpresz-
szi6 szabalyozasaban lattdk. A hisztonhoz kapcsolédé DNS — legalabbis dgy
latszott — a valodi sejtmag jellemvonéasa, ahol van szdveti differenciacio,
vagy legaldbbis bonyolult életciklus, igy a genom sokkal nagyobb, mint az
adott sejttipusban az aktualisan m(kddé gének dsszessége. Logikusnak lat-
szott tehat, hogy a hisztonok a gének aktivaciéjaban—inaktivaci6jaban jat-
szanak szerepet. Miutan tisztdzodott a DNS jelent6sége az 6roklésben, nagy
lendiletet kapott a hisztonok kutatdsa is, s ma a legjobban ismert fehérjék
kézé tartoznak. E, kdnyvtarnyi irodalom akar vazlatos attekintése is meg-
haladja a jelen 6sszefoglalo kereteit, de nem is sziikséges, mert a funkciot illetd
munkahipotézisek zome napjainkra elavult. A hisztonok legfontosabb kdoz6s
jellemvonasai a kovetkez6k:

— viszonylag alacsony molekulatomeg(@ (11 000—21 000 dalton), er6sen
bazikus fehérjék, melyek kiterjedt apolaros szakaszokat tartalmaznak.
Téhbé-kevéshé mindegyikik hajlamos foszforilalédasra és acetilalodasra,
csoportosan elhelyezkedd szerin- vagy treonin-csoportokon;

a hisztonok génjei egymashoz kdzel helyezkednek el, csoportokat alkot-

nak, s e csoportok mérsékelt ismétl6dést mutatnak;

- a hisztonok poliA-messengereken, a DNS-sel egy id6ben szintetizaléd-
nak [73];

- filogenetikailag rendkivil konzervativ fehérjék, az egymastél igen tavoli
fajok hisztonjai is hasonléak egymashoz;

- a DNS-sel in vivo komplexet képeznek olyan formaban, hogy a DNS
kozel gémbalakd hiszton asszociatumokra (nukleoszémamagokra) teke-
redik ftu;

— csak eukaridtakban fordulnak el6.

A legjobban ismert hisztonok a borjutimusz hisztonok, ezek teljes amino-
sav sorrendje is ismert [17]. A legtdbb allati és novényi sejtben &tféle hiszton
van: HI, H2A. H2B, H3 és H4. Régebben mas jelolésmodok voltak hasznala-

tosak: HI = fl, I, KAP; H2A = f2a2, llb, LAK; H2B = f2b, Ill»,, KAS;
H3 f3, 111, ARE; H4 = f2al, IV, GRK (a hisztonok betlijelzése egyszerlien
a harom leggyakoribb aminosavra utalt, igy pl. KAS = lizin(K), alanin(A) és

szerin(S)). Az érett madar eritrocitakban talalhaté egy tovabbi specialis
hisztonféleség is.

A hisztonok koézil a H2A, H2B, H3 és a H4 (,,core” hisztonok) élében
egy nyolc hisztonmolekulat tartalmazé komplexszé allnak &ssze Ugy, hogy
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azokban két-két azonos hiszton talalhat6. A fehérjekomplex kdzel gémbalakd,
atmérdje 10nm, s ez arészecske hozzavetdleg 150 bazisparnyi DNS-szakaszhoz
kapcsolédik, a DNS nem egészen két csavarmenetnyire tekeredik hozza. A H1
hisztonok nem vesznek részt e hiszton-asszociatumok kialakitasdban, ezek
kivilrél, a mar meglev6 DNS «hiszton komplexekhez kapcsolédnak [119].
A DNS ehiszton komplex felépitését szandékosan durva kozelitésben a
8. abra mutatja [17]. Barmennyire biztos néhany alapelv, a molekularis struk-

8. dbra. A nukleoszomalis szerkezet modellje [17]
Fig. 8. Model of the nucleosomal structure [171

tira ma még sok ponton erdsen vitatott. A legfontosabb alapelv az, hogy az
elemi kettdsspiralis a core-hisztonokhoz koét6dve kb. egy hetedére révidil [47,
50, 54], s a keletkezd nukleoproteid szal kb. 10 nm atmérdji. Mar a hatvanas
évek masodik felében ismeretes volt, hogy a kromatinpreparatumokat 0,6 M
NaCl oldattal kezelve a H1 hiszton levalik, s az elektronmikroszképos képen
finom, 10 nm atmérdji szalak jelennek meg [57]. Nagyobb felbontasd képen
a szalak 7 nm-es szemcsék fiizérének latszottak [122]. Nukledzemésztéssel a
kromatint egy ,alegység” és annak tdobbszdrdseinek megfelel6 nukleoproteid
darabokra lehetett felbontani [138]. Nativ kromatin elektronmikroszképos
vizsgalataval 12,5 nm atmérdji szemcséket lehetett kimutatni, amelyeket
P. Chambon munkacsoportja nukleoszoémaknak nevezett el [126]. Tisztitott
hisztonokb6l és DNS-b6l ezutan sikerilt olyan kromatin-szer( preparatumot
rekonstrualni, amely a fenti kritériumoknak megfelelt, elektronmikroszkdpos
képe ugyanolyan volt, mint az él6b&l preparalt kromatiné [179].

Ezek az adatok valészin(sitették, hogy az eukariéta kromatinra altala-
ban jellemz6 az ismétl6dd, nukleoszéma-egységekbdl vald felépités. A nukleo-
szoémak szerkezetérél ma mar igen sok adat all rendelkezésre, igy a részleteket
illetéen a nagyszamu, kivalo désszefoglalora utalok* [46, 81], itt elsGsorban a
DNS térszerkezetét és annak biokémiai kdvetkezményeit targyald6 munkakra
szeretnék hivatkozni.

A nukleoszémék és tobbszordoseik eldallitasa kromatinbél, a kromatin
kiméletes nukledzkezelésével torténik [81], els6sorban a DNS-lancokat kereszt-
ben elhasitani képes Staphylococcus endonukleazzal. Kilonb6z6 kromatinpre-

* Alegrészletesebb attekintést a 42. Cold Spring Harbor szimpézium anyaga adja (1977).
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pardtumokat vizsgalva kiderilt, hogy fajonként, s6t azonos fajon belil, sejt-
tipusonként eltér6 a nukleoszoma-egységnek megfelel6 DNS ismétl6dés lanc-
hosszUsadga: 140 és 240 bp kozott valtozik. A nukleoszomalis DNS nukleaz-
érzékenysége eltéré. Az olyan preparatumokon, melyekb6l a H1 hisztont leva-
lasztottak, a DNS egy része gyorsan elhidrolizaléodik, a maradék viszont meg-
lehetésen nukleazrezisztens [81]. Ebbdl arra lehetett kovetkeztetni, hogy a core-
hisztonok altal alkotott oktamérre tapadd DNS-szakasz volt a viszonylag nuk-
ledzérzéketlen, az ezeket 6sszek6td pedig a nukledzérzékeny [81]. Emellett szol,
hogy a nukleazrezisztens ,,core” DNS hosszisaga meglepden egységes, fligget-
leniil a kromatin eredetétdél, kb. 146 bp. A feltehetéen ezek kdzé esé ,,spacer”
DNS-szakasz hosszusdga néhanytél kb. 100 bp-ig valtozhat, vagyis a DNS-
ismétl6dések hosszlsaganak kiilénb6z6sége a spacer-szakaszok kiilonb6z6ségé-
bél szarmazik.

Az eukariéotdk kromatinalloméanyéaban a DNS negativ szuperspiralizaciot
mutat, s ez bizonyosan a hisztonoktamérekre valé feltekeredés eredménye [50].
Nem vilagos viszont, hogy a teljes DNS ismétlédési egység egyenletesen szuper-
spiralizalt-e, vagy relaxalt és er6sen szuperspiralizalt szakaszok valtakoznak.
Fiziko-kémiai modszerekkel e kérdést eddig nem sikerllt elddnteni [180].
Az enzimolégiai adatok inkdbb amellett szélnak, hogy egy folyamatosan szu-
perspiralizalt DNS hurkai fekszenek fel a hisztonoktamérek feliiletére. A nega-
tiv szuperspiralizacio ugyanis megkdénnyiti a templatfiiggd reakciok lefolyasat,
igy egyenetlen szuperspiralizacié esetén akar a spacer, akar a core DNS transz-
kripcidja vagy reparacioja kilonb6z6 lenne. llyen kilonbség azonban nem
mutathatéd ki. Ugyancsak az egyenletes szuperspiralizacié mellett szél, hogy a
féleg a spacer-DNS-hez koét6dd H1 hiszton preferencialisan kotédik szuper-
spiralizalt DNS-hez [168].

A nukleoszoémak azonnal a DNS replikacidja utan kialakulnak [147],
igy valoszinl, hogy a DNS negativ szuperspiralizaci6ja a hisztonmagokhoz
valé kapcsolédas kovetkeztében alakul ki; nem arr6l van szd, hogy a DNS
el6szor szuperspiralizalédik, majd a szuperspiralizalt DNS kapcsolodik a hisz-
ton oktamérekhez. In vitro ugyanis rekonstrualhaté nukleoszéma relaxalt
DNS-bél és hisztonokbdl, s e folyamatot segiti, ha a reakciéelegyhez topoizo-
meraz l-et adnak. A topoizomeraz | (1. kés6bb) nem képes negativ szuperspirali-
zaciot létrehozni, csupan a DNS-t ,hozzdaigazitani” az energetikailag minden-
kor legvaloszinlibb térszerkezethez [51].

A rekonstrukcios kisérletek tanusaga szerint a nukleoszomak kialakula-
sanak kritikus pontjanem a DNS—hiszton kapcsolédas, hanem a hiszton okta-
mér kialakuldsa. Az er8sen bazikus hisztonok ugyanis neutralis pH-n erésen
taszitjak egymast, s ez megakadalyozza a hisztonoktamért 6sszetartd, a hisz-
tonmolekuldk hidroféb feliletei kdzotti kdlcsonhatdsok kialakulasat. A hiszton-
oktamér létrejottére két elképzelés van. Az egyik szerint el6sz6r nem a teljes
oktamér alakul ki, hanem a H2A és H2B hisztonok egymassal dimért, a H3 és
H4 hisztonok tetramért alkotnak, s a teljes oktamér két hibrid dimér és egy
H3-H4 tetram ér kapcsoldédasaval jon létre [137]. A masik magyarazat az lenne,
hogy egy nukleoplazminnak nevezett savanyl magfehérje neutralizalja a hisz-
tonokat, melyek ilyen allapotban kapcsolédnak oktamerré, majd a DNS-hez
valé kapcsolodas kovetkeztében a nukleoplazmin levalik a hisztonokrdl [43,
g8, 106, 158], Nem szabad elfelejteni, hogy a nukleoszomak reverzibilis kép-
z6dmények, igy lehet, hogy a nukleoplazmin nem a nukleoszémak felépitésé-
ben, hanem éppen azok felbontdsaban jatszik szerepet [85].
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A nukleoszémak allomanyabol felszabaditott DNS, hacsak a szalak foly-
tonossaga nem szakad meg, szuperspiralizalt allapotban marad [55, 75]. Nem
ionos detergens jelenlétében, magas ioner8sségid (fi*> 1,0) séoldatokkal kezelt
sejtmagokbol a hisztonok teljesen, a nem-hiszton fehérjék tdlnyomorészt ki-
oldédnak, s egy, a sejtmag hatarait betart6 DNS-témeg marad vissza, melyet
Cook €s Brazell nukleoidnak neveztek [37]. Etidiumbromid k&téssel meg-
allapithaté, hogy a DNS — ebben, a mar hisztonmentes készitményben —
szuperspiralizalt szerkezetld marad, vagyis a nukleoszéma-alkoté hisztonokon
tilmenden mas faktorok is régzitik a DNS szuperspiralizalt szerkezetét [37].
Alacsony rontgen-do6zisokkal besugarozva a nukleoidot a DNS alloméanyaban
egyes lanctorések keletkeznek, ezek hatdsdra a DNS relaxalodik, a nukleoid
szétesik [35]. A nukleoid relaxacidja el6idézhetd protedzkezeléssel vagy ribo-
nukleaz emésztéssel is, jelezve, hogy a nukleoszdmak felliletén szuperspirali-
zalodott DNS-t ebben a helyzetben nem a DNS kovalens kotésrendszere rég-
ziti, hanem a DNS-hez szorosan kotdott nem-hiszton fehérjék és a sejtmag
RNS-ei [36, 69]. Kulondsen a fehérjék latszanak fontosnak, mivel maga a
nukleoid preparatum is csak fenilmetil-szulfonilfluorid (PMSF) jelenlétében
allithaté eld, mely a sejtmag protedzokat az izolalds soran hatastalanitja.
A DNS szuperspiralis szerkezetet kialakité nukleoszOma-szerkezet és a szuper-
spiralist rogzit6 tényez&k kiilonbdz6ségére mutat az a megfigyelés, hogy madar
vorosvérsejtekben bar a nukleoszoéma-struktira megtartott, a nukleoid nem
lesz szuperspiralizalt, nyilvan a rogzit6 tényezék hidnya miatt [36].

A daganatkelt6 SV40 virus minikromoszémaja szintén hiszton-nukleo-
szoémakat tartalmaz [54]. Akar a természetes virusnukleoproteidet, akar a
hisztonokbdl és SV40 DNS-b6l rekonstrudlt — a természeteshez hasonlé —
nukleoproteidet fehérjementesitik, a visszamaradé DNS szuperspiralizalt lesz,
feltéve, hogy megmarad a kétfonald DNS-gylr(i folyamatossaga [14, 75].
Ebben az esetben természetesen maga a DNS szerkezet rdgzil szuperspirali-
zalt alakban, fehérje- vagy RNS-komplexek nélkil. Az SV40 DNS szuper-
spiralizaciéja él6ben eléggé pontosan megfelel a nukleoszomalis szerkezetnek.
Egy nukleoszémaban 1,25 ,menethiany” all el6, az SV40 DNS 24 —25 nukleo-
sz6maba rendezddik, igy ©Osszesen x = —30 korili szuperspirdlis menetszam
varhat6. Valdban, az é16 sejtekb6l preparalt SV40 DNS 30—35 ,,menethianyt”
mutat, a DNS megrovidilése pedig pontosan megfelel a nukleoszomalis szer-
kezetli kromatinénak: 1/7 [50].

Az SV40 DNS-sel végzett kisérletek masik fontos eredménye az, hogy
vilagossa valt a HI hiszton kot6désének jellege. A HI hiszton affinitdsa a
szuperspiralizalt DNS-hez joval nagyobb, mint a relaxalthoz, igy valdszin(,
hogy csak akkor kot6dik a DNS-hez, amikor az mar feltekeredett a hiszton-
oktamérre. In vitro a HI hiszton egyforma affinitassal k6t6dik a pozitiv vagy
negativ szuperspiralizacioji DNS-hez, de ennek él8ben valdszinlileg nincs
jelentésége [168].

A kromatin nukleoszomalis szerkezetének bioldgiai jelentésége valoszin(-
leg a DNS negativ szuperspiralis térszerkezetben tartasa. A templatfiiggé folya-
matok barmelyike joval intenzivebb szuperspiralizalt DN S-en, igy joggal tart-
ban egy sok ATP-t fogyaszté mechanizmus, a girazm(ikddés tartja fenn. Arrél
lehet sz6, hogy a torzsfejlédésben ahogyan megndtt a genomot alkot6 DNS
mennyisége, energetikailag egyre nagyobb terhet jelentett a DNS negativ
szuperspiralitdisanak fenntartdsa girdzmi{kodés segitségével. Hisztonszerd
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fehérjék vannak baktériumokban is, s valészinlleg ott is ugyanolyan ,ruha-
akaszt6” szerepet toltenek be, mint az eukaridtdk hisztonjai. A természetes
szelekcio szlirhette ki magasabbrend( szervezetekben a negativ szuperspirali-
zacionak ezt, az ugyan potlélagos fehérjeszintézist igényld, de a sejtek hosszabb
élettartama miatt végs6 fokon mégiscsak gazdasagosabb mechanizmusat.

A nukleoszéma-szerkezet és a hisztonok biolégiai jelent6ségének ilyen
iranyd megfogalmazasat sok negativum is indokolja. Nem sikeriilt semmilyen
adatottalalni arra, hogy aDNS —hiszton kapcsol6das jellege méas lenne aktiv és
inaktiv kromatinban. A nukleoszémak DNS-e RNS polimerazzal teljes hossz-
ban atirhaté, a DNS templatfunkci6ja a nukleoszOmakban megmarad [154,
174], Az aktivan RNS-t szintetizal6 eukromatin ugyandgy nukleoszomalis
szerkezet, mint a teljesen inaktiv madar eritrocita kromatin. A nukleoszéma-
képz6dés soran semmiféle specificitas nem mutathaté ki a DNS bazissorrendjét
illetéen [118]. Nem latszik valdszinlinek, hogy az elmult évek igen behato
kutatasai utan lehetne varni olyan eredményt, mely a hiszton DNS kapcsold-
dason keresztili génexpresszié szabalyozasra utalna.

2. Prokariotdak hisztonszerd fehérjéi

Mint méar sz6 volt réla, nukleoszémakat alkoté hisztonok csak eukario-
tdkban mutathatok ki, s hossz( ideig ugy tartottak, hogy hiszton csak valédi
sejtmagban fordulhat elé.

1975-ben E. colibél egy 7000 dalton tomegi hdstabilis fehérjét allitottak
elé, mely preferencialisan két6dik kétfonald DNS-hez [134]. A fehérje hatdsara
a DNS-lancok er6s rovidiilése és megvastagoddsa mutathaté ki elektronmik-
roszkopos felvételen. Aminosavdsszetételét illetéen ez a ,,HU-fehérje” emlé-
keztet a hisztonokra, igy leiroik mar felvetették, hogy filogenetikailag e két-
fonald DNS-kot6 fehérjék a hisztonokkal lehetnek kapcsolatban [134], Késdbb
statisztikai modszerekkel bizonyitottdk, hogy az aminosavdsszetétel egyezése
még a véletlenszer( széras hataran belll van, igy a HU-fehérje és a hisztonok
esetleges rokonsaganak kérdése eldontetlen maradt [87].

1980-ban két munkacsoport egymastél fuggetlenil bizonyitékot szolgal-
tatott arra, hogy a prokariétdkban valéban hisztonszer(, azokkal minden
szempontbdél rokonsdgot mutatd fehérjék léteznek. A. Kornberg munka-
csoportja majdnem teljesen (98%-ig) tiszta formaban allitott el6 egy 28 000
dalton toémegl fehérjét E. colibdl, melynek nemcsak aminosavdsszetétele emlé-
keztet a H2A hisztonra, hanem az anti-H2A immunsavo neutralizalja. A fehérje
spontan dimerizalédik, s e dimérek sztochiometrikus aranyban kotédnek a
DNS-hez (75 bazispar dimérenként). A héérzéketlen, savban oldddd fehérjét
,,H-fehérjének” nevezték. A DNS-hez kot6dve gatolja a homolég RNS-poli-
meraz és a rep fehérje DNS-fliggé ATPaz aktivitasat, ami ugyancsak a hiszto-
nokra emlékeztet. Mas hisztonszer( fehérjékkel komplexalédva a H-fehérje
nukleoszémakhoz hasonlé képz6dményeket alkot. A fehérje meglep6en nagy
mennyiségben fordul el baktériumsejtben, sejtenként kb. 30 000 molekula,
ez az E. coli kromoszédma egyodtodének megfelel6 mennyiségli DNS-sel képes
komplexet képezni [68].

A masik hisztonszer(i fehérjét egy szabadban él6, mikoplazma-szeri
szervezetbdl: Thermoplasma acidophilumbél izolaltdk [148]. A mikroorganiz-
mus rendszertani besorolasa nem latszik egyszer(inek. Valészinlileg egy igen
6si fajrol van sz6, melynek kozeli rokonai nem ismeretesek. A sejth6l kivon-
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haté nukleoproteid Staphylococcus endonukleazzal emésztve ismétl6d6 egysé-
gekre emésztddik, elektronmikroszképos felvételen a nukleoszéméakra emlékez-
tetd, gydngyfizér-szerii kép lathaté. A nukleoproteidben a DNS és a hozza
kapcsoléd6é ,,HTa fehérje” aranya 1 :0,6 [149]. A kb. 11 000 dalton tdmeg(
(102 aminosavat tartalmazd) fehérje spontan tetramerizalédik, s kimutathato,
hogy a kétfonald DNS ezekre atetramér partikulumokra nukleoszéma-szertien
feltekeredik. Az egy fehérjetetramérre es6 DNS-szakasz sokkal kisebb, mint
nukleoszomaknal, kb. 40 bp partikulumonként [149].

A HTa fehérje N-terminéalis szakaszanak ismert az aminosavsorrendje, s
ez messzemend egyezéseket mutat a borjutimusz H2A hiszton, illetve az E. coli
HU-fehérje N-terminalis szakaszaval [150]. Ezeket az aminosav-sorrendeket
mutatja a 9. dbra. Az eukaridta eredetl hiszton és a HU-fehérje kdzdtti rokon-

) Q) (10) (15) (20 )
112A -Thr-Ala-Glu-lle-Leu-Glu-Leu-Ala-Gly-Asn-Ala-Ala-Arg-Asp-Asn-Lys-Lys-Thr-Arg - lle - lle -Pro-Arg-His-
o 0 o0 * o * * o 0 * 0 o o * o o o o #

HTa Met-Val-Gly-lle-Ser-Glu-Leu-Ser-Lvs-Glu-Val-Ala-Lvs-Lys -Ala-Asn-Thr-Thr-Glin-Lys-Val-Ala-Arg-Thr-
O 0 *0 * 0 . *0 0 0 O 0 * 0 O

HU Met-Asn-Lys-Ser-GlIn-Leu-lle-Asp-Lys- He-Ala-Ala-Gly - Ala-Asp - lle-Ser- Lys - Ala-Ala-Ala-Gly-Arg-

e = azonos aminosav

9. 4bra. « = azonos aminosav; o = aminosavcsere egyetlen bazis mutaciéjaval
Fig. 9. « = identical amino acid; O = change of amino acid by the mutation of a single base

sagot a Thermoplasma HTa fehérje kétiranyd rokonsaga kozvetiti. Osi mikro-
organizmusrol lévén szo6, nyilvan nem arra kell gondolni, hogy a Thermoplasma
atmenetet képezhet a bélbaktériumok és az eukariotak kozott, hanem arra,
hogy a torzsfejlédés két dagan megdrz6dott valamelyes hasonlésdg egy kozds,
kordbbi rokonsaghoz.

Nem egészen vildgos a hisztonszer(l fehérjék élettani szerepe, bar mind-
egyikik képes kétfonalid DNS-sel kapcsolodni. A HU fehérjét mint transzkrip-
ciés kofaktort izolaltak, a masik két hisztonszer( fehérje inkdbb gatolni lat-
szik az invitro RN S-szintetizal6 rendszert. Anukleoszéma-szer(i képz6dmények-
ben eddig még nem sikerilt kdzvetlenil megallapitani, valtozik-e a kotétt DNS
szuperspiralizacioja. Mindezek ellenére ma mar valészind, hogy valéban a hisz-
tonok filogenetikai el6futarairél lehet sz6, ha eredeti funkciéjuk nem is a
szuperspiralis szerkezet régzitése volt.

A topoizomerazok

A kétfonali DNS térszerkezetét modositdo enzimek jelolésére Gjabban a
topoizomeraz elnevezés valt altalanossa. Kozds jellemvonasuk, hogy a zart,
kétfonald DNS-gy(riik topolégiai menetszamat képesek megvaltoztatni agy,
hogy az enzim mikddése soran nem keletkezik maradandé lanctérés a DNS-
ben. Az természetesen nem lehetséges, hogy az enzimreakcié soran, atmeneti-
leg, legaldbb az egyik DNS-szal ne szakadjon meg, de a topoizomeraz miikodés
soran ez, az enzimkomplex alloméanyaban kialakuld lancszakadas mindig Ujra
bezarul. A topoizomerdzok elmondott mikdédése mellett van még egy, eddig
nem pontosan értett funkcidjuk, ez a zart DNS-gylirk egymasba 0ltése,
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illetve az egymésba flizott DNS-gylirik szétvalasztidsa (katenacio és de-
katenacio).

A topoizomerazok két csoportra oszthaték. Az egyik csoport (I tipusu
topoizomerazok) a topologiai menetszamot egyesével képes megvaltoztatni;
az érintett DNS-gy(riknek csak egyik szalan keletkezik atmenetileg bevagas.
Ezek az enzimek, ha igényelnek is ATP-t mikodésikhoz, relaxalé enzimek,
hatdsukra fehérjementes DNS-en a pozitiv vagy negativ szuperspiralis menet-
szam mindig csokken. Az | tipus( topoizomerdzok val6szinlileg minden él6-
lényben el6fordulnak.

A topoizomerazok masik csoportjat a Il tipusl topoizomerazok képezik.
Ezek hatdsara a topolégiai menetszam kettesével valtozik, a reakcié soran az
enzimkomplex allomanyaban mindkét DNS-szal folytonossdga megszakad.
A Il tipusl topoizomerazok kézott van olyan, amely az ATP koszubsztratum
energidjaval képes a DNS gylr(t szabadenergia névekedéssel jaré reakcioban
negativ szuperspiralis szerkezetlivé alakitani. Ezeket az enzimeket DNS-giraz-
nak is nevezik, s a girdzok valdésziniileg csak prokariétdkban fordulnak el6.
A kétféle topoizomeraz tulajdonsagait a Il. tablazatban foglaltuk 6ssze [39].

Il. tablazat
A topoizomeraz hatas jellemzéi

Table 2. Characteristics of the effect of topoizomerases

1. tipusu 1. tipusu
Reakcio
topoizomeraz

Az atmeneti DNS

lancszakadas csak az egyik szalon mindkét szalon
A kotési szam valtozasa egyesével kettesével
Katenatképzés egy bevagott és egy ép két ép DNS gy(ird
DNS gy(ri kozott kozott
1. I. tipusl topoizomerazok

1971-ben Wang E. colih6i [172], majd roéviddel ezutdn Champoux €S
Dulbecco embrionalis egér sejtekb6l [27] vontak ki olyan enzimaktivitasu
fehérjét, mely képes volt a szuperspiralizalt DNS relaxacid6jara anélkil, hogy
ezutdn a DNS-en lanctdrést lehetett volna kimutatni. Mindkét esetben rend-
kivili kisérleti teljesitményrdl volt sz6, hiszen bizonyitani kellett, hogy a
preparatum mentes mindennem{ nukledzszennyezést6l, s a relaxalodott
DNS valéban intakt. Raadasul, abban az id6ben a szuperspiralizalt DNS
elektroforetikus analizise még nem terjedt el, s minden egyes DNS-mintat
napokig kellett CsCl-propidiumjodid gradienshdél centrifugalni. A nehézségek el-
lenére, par éven belil alegkilonbdzébb sejtféleségekbdl sikeriilt az enzimet el6-
allitani, s kozos jellemvonasuk volt, hogy mikodésikhdz energiadiis koszubszt-
ratumra nem volt szikség [10, 16, 29, 74, 77, 91, 101, 151, 159]. A koszubszt-
ratum hianya azért érthetd nehezen, mert a DNS relaxacidja csak ugy kép-
zelhetd el, hogy az enzim egy ponton bemetszi a DNS szalat, majd amikor a
DNS ellazul — a tértvégek legalabb egyszeri kérbe forduladsa kévetkeztében —
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a felbomlott foszfodiészter kdtésnek Ujra kell képz6dnie. A felbomlo foszfo-
diészter kdtés energidjan kivil a DNS-lanc szuperspiralizaciojabol szarmazo
konformacios energidanak is tdrolédnia kell az enzimfehérje konforméacios ener-
gidja alakjaban, bogy ugyanaz a kotés Gjra létrejéjjén, de még igy is nehezen
foghatd fel, hogyan. Valo6szinlileg inkabb az a helyzet, hogy egy korabbi,
ATP-fogyasztd folyamatb6l kapott konformaciés energia teszi lehetévé az
enzim mikodését koszubsztratum felhasznélasa nélkiill. Ha ez az energia tébb
atforditasi ciklusra elegend6, s ha az enzim nagy felesleghen van a — nehezen
preparalhatd, igy igen takarékosan hasznalt — szuperspiralizalt DNS-szubszt-
raitumhoz képest, a folyamat energiadiis koszubsztratumtol fiiggetlennek
tinhet.

W aing javaslatara, az eredetileg DNS-relaxalé enzimnek nevezett cso-
portot swivelase-nek (,,tekeraz”) jelolték, de elterjedt a hatdsmechanizmusara
utalé nicking-closing enzyme (bevagé - zar6 enzim) elnevezésis [16]. A jelenleg
hasznalt topoizomeraz | akkor terjedt el, amikor kiderillt, hogy sem az egy-
irdnyu, relaxalé aktivitas, sem az ATP-fiiggetlenség nem tartozik az enzimek
bioldgiai szerepének lényegéhez [39].

E. coli co-fehérje. Az enzim egyetlen, 110 000 dalton tomegl molekula
[172]. Preparalhaté két alegységhdl (56 000 és 31 000 molekulatomeggel) allo
forméban is [22], de nem viladgos, hogy az utébbi alak, mely nyilvan az el6bbi
részleges proteolizisével jon létre, felel meg a fizioldgias enzimnek, vagy a még
bontatlan co-fehérje.

Az co-fehérje specifikusan, csakis a negativ szuperspiralizaciojo DNS-t
képes relaxalni, s a reakcid fiigg a szuperspiralis menetszamtdl: a relaxalt
allapothoz kozeli, alacsony szuperspiralitdisi DNS-re mar nincsen hatassal
[172], Ha etidiumbromid interkalaciojaval a szubsztratumként hasznalt
DNS-en pozitiv szuperspiralizaciot hoznak létre, ezt az co-fehérje nem képes
relaxalni (a szinezék maganak az enzimnek a mi{kodését nem befolyasolja).
Az enzim mikodése fligg a reakcidelegy Mg++-koncentraci6ojatol, az egyérték
kationoktdl viszont csak annyiban, hogy 0,3-nal magasabb ioner§sség a reak-
ciot gatolja [172].

Az enzim DNS-gylriket 6sszekapcsold hatasat 1976-ban ismerték fel,
amikor kiderilt, hogy DNS relaxalé enzimmel kezelt kétfonald, cirkularis DNS
egy részének megné az alkalikus szahar6zgradiensben mért szedimentéacios
allanddja [9]. Elektronmikroszképban valéban, egymashoz kapcsolodd gydir(ik
voltak kimutathaték. Legujabban kiderilt, hogy ez a kérdésnek csak az egyik
oldala, mert az co-fehérje nemcsak Osszekapcsolni képes, hanem egymasba is
tud flizni két DNS-gyl(r(t [165]. A kétféle reakcié vazlatat a 10. abra mutatja.
A gylrik egyméasba f(izéséhez (katenacid) nincsen sziikség szekvencia homo-
logiara, mert két kilonb6zé6 DNS-gy(rl is 0sszekapcsolédhat. Tse és W ang
ilyeténképpen PM2 és pBR322 DNS-gylriiket egyesitettek [165]. A katena-
cids reakcio feltétele, hogy az egyik cirkularis DNS-en legyen bevagas [39], s
ez latszik a leglényegesebb kiilonbségnek a Il tipuslG topoizomerazok altal
katalizalt katenaciés reakcioval szemben. A katenaciés aktivitas optimalis
feltételei eltérnek a DNS-relaxalé aktivitaséitol: Mg+ -on kivil K+ és spermi-
din jelenléte is sziikséges in vitro korilmények kdézott [39].

A topoizomeraz | aktivitasu co-fehérje él6ben betdltdtt szerepe nem tisz-
tdzott. A DNS replikaciora nézve defektiv E. coli mutansok attanulmanyozéasa
soran nem sikerilt olyanra taldlni, melyben az co-fehérje valtozast mutatott
volna.
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gy Uriikapcsol6édés

katenaci6 | tipusu
topoizomeréazzal

katenéaci6 Il tipusu
topoizomerazzal

10. abra. Zart, kélfonald DNS-gy(r(k lehetséges kapcsolédasiformai

Fig. 10. Possible forms of the coupling of closed circular two-strand DNA molecules; linkage
of DNA rings; catenation by topoisomerase |; catenetion by topoisomerase 1l

DNS-relaxalé enzimnek bizonyult a A-fag integrativ rekombinacidjahoz
sziikséges int gén terméke [76, 107, 108]. Ebben az esetben tehat nem kétséges,
hogy az enzimnek rekombinacios folyamatban van szerepe.

DNS relaxalo aktivitast lehetett kimutatni SV40 nukleoproteidb6l [151]
és vaccinia virionbol is [16].

Eukariétak | tipust topoizomerazai. Valamivel az «-fehérje felfedezése
utan, egér embrionalis sejtekb@l sikeriilt DN S-relaxalé enzimet el6allitani [27].
Az enzim egyetlen, 67 000 dalton témeg( polipeptid lancot tartalmaz, s a leg-
fontosabb kilénbség az eo-fehérje hatdsadval szemben az, hogy képes mind a
pozitiv, mind a negativ szuperspiralizacioji DNS-gylir(ik ellazitdsara. A DNS
relaxdlé aktivitdshoz sziikséges ionkdrnyezet a bakteridlis eredetli enziméhez
hasonlé [27].

Az egérsejt-topoizomerazon részletesen tanulmanyoztak az enzim m{kd-
dése soran keletkezd intermedier DNS-lanctorés természetét. Kiderilt, hogy
az enzim a lanchevagas helyén kovalens kapcsolatba keriil a felszabadulé 5°-
véggel [28, 30], A kotés hidroxilaminnal nem redukalhatd, igy a foszfamid-
tipust kapcsolat kizarhatd, de szerin- vagy treoninfoszfat sem lehet, mert
alkalirezisztens [30]. A DNS-girdazok mikodése soran keletkez6 lanctdrésben
tirozinfoszfat alakjaban kapcsolédnak a DNS 5’-végeihez, igy elképzelhetd,
hogy |I. tipust topoizomerazoknal is hasonléd kotés alakul Kki.

Az egérsejt-topoizomerazboz minden szempontbh6l hasonlé enzimet alli-
tottak el6 Xenopus laevis oocitdakbdl [101], Drosophila melanogaster petékbdl

100



[10] és KB-sejtekbdl [74]. A X. laevis germindlis vezikuluméabol el6allithato
topoizomerdaz | hasonlé molekulatomeg(l, mint az elbbiek (68 000 dalton),
viszont m(ikédéséhez ATP-re van szlikség. Az enzim segitségével SV40 és
HM456 DNS-gy(rlikb6l hibrid katenatot lehet el6allitani, vagyis az cu-fehérjé-
hez hasonléan nincs szikség szekvenciahomoldgidara a gy(irik egymasba
flizéséhez [12].

2. Il. tipusti topoizomerazok

A bakteridlis DNS girazok. A DNS negativ szuperspiralizaciojat kialakito
és megszintet6 mechanizmusok kdzil a legjobban ismert a bakterialis DNS
girazok m(kodése. Az enzimet E. colibdl sikerilt nagy tisztasaggal kinyerni
[60], de mivel M. luteusban igen hasonl6 enzim talalhaté [90], feltehetd, hogy
a legtébb baktériumban hasonlé mechanizmus mikodik. Van valdszin(leg
DNS giraz a mitokondriumokban [25], viszont olyan Il tipus( topoizomerazt
nem sikerilt eukariotak sejtmagjaibdl el6allitani, amely negativ szuperspirali-
zaciét hozna létre enzimatikusan [38].

Az E. colibol kinyerhet6 DNS girdz kétszer két identikus alegységbdl
felépil6, ésszesen 400 000 dalton témeg( enzim [60], melyhez hat, egymastél
fuggetlentl mérhetd részaktivitds kot6dik [38]: a) a relaxalt DNS gydrd szu-
perspiralissa alakitasa negativ polaritdssal (a DNS kotési szama csdkken, nega-
tiv szuperspiralis s(irisége n6); b) stabilis DNS e girdz biner komplex kialaku-
lasa; c¢) szuperspiralizalt DNS gy(r({ relaxacidja; d) a DNS eenzim biner
komplex allomanyaban kett6s DNS lanctorés képzése; e) DNS-fiiggé ATPaz
aktivitas és f) DNS-gy(lirik egymasba flizése és szétkapcsoldsa (katenaci6 és
dekatenacio).

A 400 000 dalton tomeg( holoenzimb6l denaturald kérilmények kozdtt
kétféle: 95 000 és 105 000 dalton tomegil alegység kilonithetd el, a teljes
molekula négy protomerhdl all [60]. A nagyobbik protomér a gyrA gén ter-
méke, a DNS reverzibilis felbontasaért—ujraegyesitéséért felel6s. A kisebbik
fehérjelanc a gyrB gén termékének felel meg, és az enzimkomplex ATPaz
aktivitasat hordozza. A kétféle protomér mennyisége igen killénb6z6, a nagyob-
bikb&l kb. tizszer tobb van, mint a kisebbikb&l. Lehet, hogy ebben szerepet
jatszik a gyrB fehérje nagyobb bomlékonysaga, de leginkabb arrél lehet sz0,
hogy a gyrA fehérje nemcsak a DNS giraz felépitésében szerepel, hanem egy
masik Il tipust topoizomeraz felépitésében is (topoizomeraz I1°, relaxalé akti-
vitassal, aktiv negativ szuperspiralizaciot nem hoz létre) [20], A kétféle fel-
épité fehérje két, gydgyszerként is hasznéalt gatléanyag-parral inaktivalhato.
A gyrA fehérje a nalidixsav,* illetve a szerkezetileg hasonld, de hatékonyabb
oxolinsav* tamadaspontja. A gyrA gén mutacidja egyidejlileg teszi a baktériu-
mot nalidixsav-rezisztenssé és deficienssé az enzim mikodését illet6en [42].
Hasonld a helyzet a gyrB fehérje esetében is, mely a novobiocin, illetve a cou-
mermicin A, tdmadaspontja. A kétféle gatléanyagnak megfelel6en a gyrA gént
korabban nalA génnek, a gyrB-1 cou-nak nevezték. Figyelemreméltd, hogy a
két gyogyszerpar toxicitasa és terapias szélessége meglehetésen eltéré. A nali-
dix- és oxolinsav ardnylag alacsony toxicitdsa emlésdkben valdszinlen azzal
all dsszefliggésben, hogy a sejtmagokban nincsen a girdznak megfelel§ enzim,

* A Chinoin Gyogyszer- és Vegyészeti Termékek Gyara a nalidixsavat Nevigramon,
az oxolinsavat Gramurin néven gyartja.
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igy c szerek csak a mitokondridlis girazra vannak hatassal. A novobiocin és a
coumermycin nagyobb toxicitdsa arra utal, hogy hatnak az emlds sejtek nem
girdz természet( 1. tipust topoizomerazaira [98,100], de timadaspontjuk sem
szoritkozik egyetlen enzimre [117].

A zart DNS-gylrik enzimatikus negativ szuperspiralizaci6ja valészin(-
leg csak a girazokra jellemz6. A relaxalt, vagy kisfokban szuperspiralizalt
DNS-t az enzim ATP jelenlétében egyre csékkend topolégiai menetszamu nega-
tiv szuperspiralissa alakitja. Mivel endergonikus reakciordél van sz6, s ezt az
ATP hidrolizisének energiaja biztositja, a giraz mkodése is fiigg a baktérium-
sejt energiatermelésétol.

A negativ szuperspiralizaciot létrehozo enzimmiikddés tobb 1épéshdl all.
A kisérleti eredményekkel jol 6sszhangban van a Brown és Cozzarernti altal
javasolt modell [21], melyet a 11. abra szemléltet. Hasonlé mechanizmust

ATP ADP-i- Pi #

DNS-enzim-ATP ferner az enzim felszabadul
relaxalt DNS a ,irossz,'csomé rogzil atbdjtatas Lk kett6vel csokken

11. abra. A DNS-giraz mikddési modellje [21]. Részletes magyaréazat a szovegben
Fig. 11. Model of the mechanism of the action of DNA gyrase [21]

tételeznek fel Mizuuchi és mtsai is [109]. A modell szerint, ha a zart DNS-gydr(
a b6mozgas kdvetkeztében 6sszehajlik, azonos szamu( ,,j6”, vagyis a negativ
szuperspiralizacié iranyanak megfelelé, és ,rossz”, azzal ellentétes helyzet(
DNS-keresztez6dés keletkezik. Mig a ,,j6 csom6” nem rendelkezik enzimkotd
képességgel, a ,rossz csomo6” igen, kapcsolédik a DNS girdzzal, létrejon az
enzim ¢DNS biner komplex, majd ez ATP-t vesz fel. A modell szépséghibdja,
hogy azt gondolnank, a biner komplex a DNS-en barhol kialakulhat, de ez a
valésagban nem igy van. Aranylag kicsi azoknak a DNS-szekvencidknak a
szama, melyek képesek ilyen binert képezni. A biner komplex alloméanyaban
az egyik DNS-kettdsspirdlis mindkét szala megszakad, a keresztez6 DN S-fona-
lak egymashoz viszonyitott helyzete felcserél6dik, majd a DNS két szala Gjra-
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egyesil: a ,,rossz” csomé ,jova” alakul. Az atalakulas kovetkeztében meg-
valtozik az enzimfehérje konformacidja, s ATPaz aktivitds jelenik meg, mely
a kotott ATP-t ADP-re és ortofoszfatra hasitja. A felszabadulé energia egy
része, mint konformaciés energia tarolédik a girdz molekulaban, s ez az energia-
dus giraz disszocialédik a ,,j6” csomérél. Amint lattuk, tehat a tulajdonkép-
peni endergonikus lépések: a DNS-szalak atforditdsa egy termodinamikailag
kevésbé valdszinli helyzetbe, majd a két DNS-szal ligacidja a kotott ATP
hidrolizise el6tt torténnek, nyilvan, egy megel6z8 ATP-hidrolizis energiajanak
terhére. A mechanizmus jellegébdl kovetkezik, hogy a tetramér holoenzim
egészében kot6dik a DNS-hez, s nem protomérenként. A masik jellemzd, hogy
az ATP-kdtésnek nincsen jelent6sége a DNS eenzim biner kialakuldsaban.

A modell alapjan érthet6, miért valtozik a DNS kotési szama kettesével
az enzim mikodése soran: egy negativ menet spontan alakul ki a DNS-gydr(
0sszehajlasaval, a masikat a girdz képezi a DNS-szalak atbujtatasaval.

A DNS giraz affinitdsa kétfonalG DNS-hez jéval nagyobb, mint egy-
fonalihoz. Az enzim affinitdésa a DNS-hez ezen kivil annal nagyobb, ,,minél
nagyobb sziikség van ra”, vagyis a DNS minél inkabb relaxalt [38]. A termé-
szetes szuperspiralis menetszam kialakuldsaban ez a tény is szabalyozé tényez6-
ként szerepelhet.

A biner komplex allomanyaban a DNS molekula meggytrédik, aranylag
hosszi szakaszon nukledzrezisztenssé valik. Pankredsz DN&z I-gyel szemben
90 nukleotidnyi szakasz, Staphylococcus-nukleazzal szemben kb. 143 nukleotid
hosszUsagl DNS lesz nukledzzal szemben ellenalld [42]. Am{ikdd6 DNS ¢enzim
komplex alloméanyaban, a lanctdrések pillanatdban a gyrA protomérek kova-
lens kapcsolatba kerlilnek a megszakadt lancokon keletkezé 5’-foszfatokkal,
melyek a fehérjén egy tirozinmaradék fenolos OH-csoportjat észteresitik. Ez a
fehérjefoszfat kémiailag sokkal stabilisabb, mint a szerin- vagy treoninfosz-
fatok [164].

Amint lattuk, a DNS negativ szuperspiralizacidja endergonikus folya-
mat, melynek energidjat az ATP koszubsztratum bomlasa fedezi. ATP hiadnya-
ban az enzim katalizalni képes a szuperspiral-képzés forditottjat, a DNS relaxa-
cidjat, bar ez esetben is fennall az a dilemma, amit az I. tipus( topoizomerazok-
nal emlitettiink: kérdéses, hogy a reakcié valoban ATP-fiiggetlen-e. El6ben a
giraz relaxald aktivitasa alighanem alarendelt jelent6ség(i, két okbol is. EIG-
szoris, ha ezt a funkcidt él6ben a giraz latna el, az feltételezné az ATP-szint
széls6séges ingadozasat, ilyen pedig nem mutathaté ki. Masodsorban, a giraz-
hoz szerkezetileg igen kozelallé topoizomeraz 11’ [20] kb. negyvenszer gyorsab-
ban katalizalja a DNS-gy(r( relaxaci6jat, mint a DNS giraz.

A girdaz mikodése kdzben az enzimkomplex allomanyaban keletkez6 ket-
t6s lanctorés nalidixsavval kezelt reakcidelegyben kimutathatdé, ha az elegy-
b6l a DNS-t natrium dodecilszulfat jelenlétében extrahaljak. Ez a lanctdrés
nem a DNS haranttdrése, hanem két, egymastol altaldban négy nukleotid
tavolsagban levd egyszeres lanctorés osszegez6dése [114]. Az enzim, mint mar
sz6 volt rola, nem képes barhol kapcsolédni a DNS-hez a lehetséges kotési
pontok egymastol 80—90 bazisparnyi tavolsaghban vannak [114]. A DNS be-
metszése az enzimkomplex allomanyaban mindig T és G kozdtt torténik, de
ezen tilmen6en kiléndsebb torvényszerliség nem ismerhetd fel. Az igy kelet-
kez6 DNS-darabok sajatos atmenetet képeznek a valoban specifikus restrikcids
fragmentumok és a véletlenszer(i hasitasi termékek kozdtt, ahogy a lépcs6-
szer( lanctdrés is bizonyos értelemben ragadds végnek tekinthetd.
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Az enzim ATPaz aktivitdsa csak DNS jelenlétében mutatkozik. Az enzim-
miikodés egy ciklusaban egy DNS-szal atforditdsahoz, a kotési szam kettével
valé csokkentéséhez egy(?) molekula ATP hidrolizise kapcsolodik, de ez nem
az aktudlis, hanem az elkdvetkez6 csavardasi ciklust szolgalja. Az ATP hidro-
lizis szerepe az aktualis ciklusban az enzimmolekula felszabaditdsa a mar nega-
tiv szuperspiralitdsnak megfelel6 helyzeti DNS-keresztez6désbél (a ,,jé” cso-
maébol). Bizonyiték erre, hogy az ATP nem energiaszolgaltaté analégja, az
adenil-5’-il-imidodifoszfat is képes bizonyos szuperspiralizaciét létrehozni in
vitro, csupan a reakcié gyorsan elakad [161]. A reakci6 elakadasanak oka nyil-
van az, hogy amig van energiadus konformaciéjd enzim, van mikodés is, de
utana az enzim a DNS-hez kdtve marad, a hatastalan ATP-analdog nem képes
felszabaditani a DNS-komplex allomanyabaol.

Az ATP hidrolizalo képesség és az energiakdtés a kisebbik, gyrB fehérjé-
hez kapcsolédik; novobiocinnal, illetve coumermycin Aj-gyei gatolhaté. Mig
a gyrA protomérekre hatoé nalidix- és oxolinsav teljesen fajlagosnak latszik a
DNS girazokra, a novobiocin hatadssal van eukari6ta topoizomerazokra is.
Novobiocinnal inkubéalt sejtekb6l el6allitott nukleoidban a DNS kevéshé
szuperspiralizalt, mint a kontroliban [98, 99, 100]. Ezen eredményekkel szem-
ben évatossadgra int, hogy a novobiocin igen sok magfehérjéhez képes kotédni,
s nem biztos, hogy gatlé hatdsa teljesen specifikus a topoizomerazokra [117].

A katenatképzés a girazok lényeges funkcidja lehet, mert a DNS szuper-
spiralizalé és a katenatképzd aktivitdas pontosan parhuzamosan valtozik [39].
Nem lehet mGtermékrél szo, hiszen él6ben gyakran fordulnak el 6sszef(izott
DNS-gylrik. A gyl(rlkapcsolasi reakciét annak révén ismerték fel, hogy a
— f6éleg mar eredetileg szuperspiralizalt — zart, cirkularis DNS-t girazzal
inkubalva, annak molekulastlya varatlanul megn6tt, sa DNS egy része vissza-
maradt az agardzlemez-elektroforézis start-zénajaban [21]. E DNS-frakcié
elektronmikroszképban néhanytdl-szamtalanig 0sszedltott DNS-gy(irik szo-
vevényének bizonyul. A folyamat kézvetlenil is bizonyitja, hogy a girdaz m{iko-
dése soran valdban keletkezik kettés lancszakadas a DNS-en. Meg kell jegyezni,
hogy a gyl(rlikapcsolas enzimoldgiai optimumai méasok, mint a szuperspiral
képzési reakcioié, altalaban sz(ikebb pH-, ioner6sség- és hémérsékleti tarto-
manyban vannak. Az egyes gyliriik szuperspiralizaltsaga szintén befolyasolja
a katenacidét. Szuperspiralizalt gydrik kettesével vagy legfeljebb néhanyszo-
rosan kapcsolédnak 6ssze, mig a relaxalt gy(irlikb6l hatalmas, kusza szovevény
keletkezik [84]. A jelenség a korabban elmondottak alapjan kénnyen megért-
hetd: az enzim affinitdsa relaxalt DNS-hez sokkal nagyobb, mint a szuper-
spiralizalthoz.

Annak a felismerése, hogy a kett6s DNS-lanctéréssel mikodd topoizo-
meraz nem feltétlenil jar egyitt a DNS giraz funkciéval, a T4 fag topoizome-
raz alaposabb vizsgalatabol derilt ki [92]. Az enzim a fag-DNS szintézis inicia-
ciojahoz szikséges [103]. A T4 fag topoizomerdz nem képes girazként negativ
szuperspirdlis menetek képzésére, de ATP-fiigg6, s a katalizalt relaxaciés folya-
mat soran kettés lanctorések keletkeznek a DNS-en [92].

Hasonlé tulajdonsadgokkalrendelkeznek az eukariotakbol izolalt Il. tipusa
topoizomerazok [66]. Mind a T4 topoizomerdz, mind az eukaridta topoizome-
razok képesek katenatképzésre és dekatenaciora, s valdszin(ileg in vivo szere-
puk éppen ezzel fligghet dssze [66].

104



Néhany kovetkeztetés

Lattuk, hogy a DNS szerkezete joval bonyolultabb annéal, hogy az elemi
kett6sspiralis DNS és néhany polimeraz kdlcsénhatasaval megmagyardzhato
lenne. Az eddigiekben t6bbszdér utaltam arra, hogy a felsorolt DNS-k6t6 fehér-
jék és enzimek szerepe az, hogy a DNS-t hozzaigazitjak a kilénb6z6 enzim-
funkcidkhoz, de ennek bizonyitékait kilon is érdemes attekinteni.

A legmeggy6z6bb, ha a DNS girdz gatléanyagai koziul a nalidixsav és az
oxolinsav egész sejtre gyakorolt hatasat vizsgaljuk. A két szer képes minden
templatfiggé szintézis gatldsara baktériumokban anélkil, hogy barmelyik
résztvevd polimerazra kdzvetlenil hatassal lennének; hatasuk tehat minden
esetben csupan a baktérium kromoszéma negativ szuperspiralizaciéjat létre-
hoz6 girdz bénitdsa. Legalacsonyabb koncentracioban és leginkabb a replika-
tiv  DNS-szintézis gatlodik, ennél kevésbé a transzkripcié [157] és az UV-
reparacio. Végil, legmagasabb dézisok esetén az ionizal6 besugarzast kdvetd
reparacio is [48]. A sorrend értelme nyilvanval6, minél hosszabb templatsza-
kasz vesz részt a vizsgalt folyamatban, annal kritikusabb a kétfonald DNS-
templat nyilasa-zarulasa.

Egymastél fuggetlenil tébben bizonyitottdk, hogy a DNS-fiiggé RNS
polimerazokkal térténd in vitro RNS szintézis fligg a tem plat szuperspiralitas-
tél. Mind az iniciacié, mind az RNS-lanc ndvekedése intenzivebb negativ
szuperspiralizaciét mutatd templaton, s forditva, a DNS relaxacidja az RNS
szintézis csokkenéséhez vezet [18, 34, 133, 187], E tekintetben nincsen kiilonb-
ség bakteridlis és eukariota RNS-polimerdzok koézott [6].

Az utébbi években A. Kornberg iskoldjanak sikerilt meggy6z6en model-
Ialni in vitro, milyen tényez8k szlikségesek ahhoz, hogy az él6nek megfeleld
replikadcios DNS-szintézis jojjon létre az igen egyszerld 9?X174 DNS-en [141].
Az eredmény egy tiz faktorbol &ll6 multienzim-rendszer, melyb6l csak hat
nukleinsav polimeraz vagy ligaz (ha ide szamitjuk a kopolimeraz Ill-at is), a
tébbi négy a DNS szerkezetét meghatarozd tényezdé. Felteheté6leg magasabb-
rend( szervezetekben még inkabb igy van, hiszen a nagyobb DNS-témeg,
tobb replikon strukturdlis szervez6dése még bonyolultabb. Sejtmagokban a
replikaciés komplex a magmatrixhoz kapcsolédé multienzim-rendszer [128,
169], s mint ilyen, immobilis, a replikalodé DNS mozdul el a replikacids
komplexhez képest. Ez természetesen ismét a DNS szerkezetszabalyozéas jelen-
t6ségére enged kovetkeztetni.

Amint lattuk, a DNS szerkezetét befolyasolé faktorok egy része a re-
kombinacios folyamatokkal all kapcsolatban. A homolég DNS-szakaszok kozti
rekombinéacié mechanizmusa val6szinlileg megfelel a Ho11iday altal megjésolt
szerkezeti valtozasoknak. A HoLLiDAY -struktira viszont aranylag hosszu, re-
verzibilisen denaturalt DNS-szakaszok keletkezését tételezi fel. A rekombina-
cios helikazok és spirdldestabilizalé fehérjék mikodése ilyen struktdrdk kiala-
kuldsara megnyugtaté magyarazatot kinal (6. abra). Mindamellett azt sem
szabad elfelejteni, hogy a rekombinéaciés folyamatokhoz sziikségesnek latszik
a résztvevé DNS-szakaszok negativ szuperspiralizaci6ja is [110].

Izgalmas kérdést vet fel, hogy mi a jelentésége a katenatoknak. El6ben
néha oriasi, epedarugdéra emlékeztet6 DNS-szévevények mutathatok ki DNS-
gy(lrik kapcsolédasabdl [96], A legegyszerlibb magyarazat, hogy rogzitési
mechanizmusrol lehet sz6 [96].

A topoizomeraz Il enzimek mikddése soran keletkez6 kett6s DNS-lanc-
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szakadas nem harantiranyt, hanem négy nukleotidnyi Iépcs6. E koheziv végek
nem olyan specifikusak, mint restrikciéos enzimek esetében, de nem is véletlen-
szer(iek. Felvet6ddtt a gondolat, hogy a nem-homolég rekombinaciok (ugrald
génszegmensek, transzpozibilis elemek) keletkezésében éppen ezek a topoizo-
merizacios intermedierek szerepelnek [153].

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

106

IRODALOM

. Abdel-Monem, M. and lloffmann-bering, H. (1976) Enzymic unwinding of DNA. 1.

Purification and characterization of a DNA-dependent ATPase from Escherichia coli.
Eur. J. Biochem., 65, 431—440.

. Abdel-Monem, M., Diarwald, H. and Hoffmann-Berling, H. (1976) Enzymic unwind-

ing of DNA. 2. Chain separation by an ATP-dependent DNA unwinding enzyme. Eur.
J. Biochem., 65, 441—449.

. Abdel-Monem, M., Chanal, M.-C. and Hoffmann-Berling, H. (1977) DNA unwinding

enzyme |l of Escherichia coli. 1. Purification and characterization of the ATPase acti-
vity. Eur. J. Biochem., 79, 33—38.

. Abdel-Monem, M., Durwald, Il. and Hoffmann-Berling, H. (1977) DNA unwinding

enzyme Il of Escherichia coli. 2. Characterization of the DNA unwinding activity.
Eur. J. Biochem., 79, 39—45.

. Abdel-Monem, M. and Hoffmann-Berling, H. (1980) DNA unwinding enzymes. TIBS,

5, 128-130.

. Akrigg, A. and Cook, P. R. (1980) DNA gyrase stimulates transcription. Nucl. Acids

Res., 8, 845-854.

. Alberts, B. M. and Frey, L. (1970) T4 bacteriophage gene 32: A structural protein in

the replication and recombination of DNA. Nature, 227, 1313 —1318.

. Alberts, B. M. and Sternglanz, R. (1977) Recent excitement in the DNA replication

problem. Nature, 269, 655 —661.

. Attardi, D. G., Martini, G., Mattoccia, E. and Tocchini-Valentini, G. P. (1976)

Effect of Xenopus laevis oocyte extract on supercoiled simian virus 40 DNA: Forma-
tion of complex DNA. Proc. Natl. Acad. Sei., 73, 554 —558.

Baase, W. A. and Wang, J. C. (1974) An protein from Drosophila melanogaster. Bioche-
mistry, 13, 4299—4303.

Bak, A. L., Zeuthen, .). and Crick, F. H. C. (1977) Higher-order structure of human
mitotic chromosomes. Proc. Natl. Acad. Sei., 74, 1595—1599.

Baldi, M. I., Benedetti, P., Mattoccia, E. and Tocchini-Valentini, G. P. (1980)
In vitro catenation and decatenation of DNA and a novel eucaryotic ATP-dependent
topoisomerase. Cell, 20, 461 —467.

Banks, G. R. and Spanos, A. (1975) The isolation and properties of a DNA unwinding
protein from Ustilago maydis. J. Mol. Biol., 93, 63 —67.

Bauer, W. and Vinograd, J. (1968) The interaction of closed circular DNA with inter-
calative dyes. I. The superhelix density of SV 40 DNA in the presence and absence of
dye. J. Mol. Biol., 33, 141 —171.

Bauer, W. and Vinograd, J. (1970) Interaction of closed circular DNA with intercalative
dyes. Il. The free energy of superhelix formation in SV 40 DNA. J. Mol. Biol., 47,
419-435.

Bauer, W. R., Ressner, E. C., Kates, J. and Patzke, J. V. (1977) A DNA nicking-clos-
ing enzyme encapsidated in vaccinia virus: Partial purification and properties. Proc.
Natl. Acad. Sei., 74, 1841-1845.

Bostock, C. J. and Sumner, A. T. (1978) The eukaryotic chromosome. North-Holland,
Amsterdam —New York —Oxford.

Botchan, P., Wang, J. C. and Echols, H. (1973) Effect of circularity and superhelicity
on transcription from bacteriophage DNA. Proc. Natl. Acad. Sei., 70, 3077 —3081.

Bouche, J.-P., Zechel, K. and Kornberg, A. (1975) dna G gene product, a rifampicin-
resistant RNA polymerase initiates the conversion of a single-stranded coliphage DNA
to its duplex replicative form. J. Biol. Chem., 250, 5995 —6001.

Brown, P. O., Peebles, C. L. and Cozzarelli, N. R. (1979) A topoisomerase from Esche-
richia coli related to DNA gyrase. Proc. Natl. Acad. Sei., 76, 6110 —6114.



21.

22.

23.
. Carroll, R. B., Neet, K. E. and Goldthwait, D. A. (1972) Self-association of gene

25.
26.
21.

28.

29.
30.
31.
32.

33.

34.
35.
36.
37.
38.

39.
40.

41.
42.

43.
44,

45.

46.
47.

48.

49.
50.

Brown, P. O. and Cozzarelli, N. R. (1979) A sign inversion mechanism for enzymatic
supercoiling of DNA. Science, 206, 1081 —1083.

Burrington, M. G. and Morgan, A. R. (1976) The puiification from Escherichia coli of
a protein relaxing superhelical DNA. Can. J. Biochem., 54, 301 —306.

Busch, H. (1965) Histones and other nuclear proteins. Academic Press, New York—London.

32-protein of bacteriophage T4. Proc. Natl. Acad. Sei., 69, 2741 —2744.

Castora, F. J. and Simpson, M. Y. (1979) Search for a DNA gyrase in mammalian mito-
chondria. J. Biol. Chem., 254, 11193 —11195.

Cavalieri, S. J., Neet, K. E. and Goldthwait, D. A. (1976) Gene 5 protein of bacterio-
phage fd: A dimer which interacts co-operatively with DNA. J. Mol. Biol., 102, 697—711.

Champoux, J. J. and Dulbecco, R. (1972) An activity from mammalian cells that un-
twists superhelical DNA. A possible swivel for DNA replication. Proc. Natl. Acad.
Sei., 69, 143-146.

Champoux, J. J. (1976) Evidence for an intermediate with a single-strand break in the
reaction catalyzed by the DNA untwisting enzyme. Proc. Natl. Acad. Sei., 73, 3488 —
3491.

Champoux, J. J. and McConaughy, B. L. (1976) Purification and characterization of
the DNA untwisting enzyme from rat liver. Biochemistry, 15, 4638—4642.

Champoux, J. J. (1977) Strand breakage by the DNA untwisting enzyme results in co-
valent attachment of the enzyme to DNA. Proc. Natl. Acad. Sei., 74, 3800—3804.
Champoux. J. J. (1978) Proteins that affect DNA conformation. Ann. Rev. Biochem.,

47, 449-479.

Chang, L. M. S., Lurie, K. and Plevani, P. (1979) A stimulatory factor for yeast DNA
polymerase. Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol., 43, 587 —595.

Cobianchi, F., Riva, S., Mastromei, G., Spadari, S.,, Pedralinoy, G. and Falaschi, A.
(1979) Enhancement of the rate of DNA polymerase-a activity on duplex DNA by a
DNA-binding protein and a DNA-dependent ATPase of mammalian cells. Cold Spring
Harb. Symp. Quant. Biol., 43, 639—647.

Colman, A. and Cook, P. R. (1977) Transcription of superhelical DNA from cell nuclei.
Eur. J. Biochem., 76, 63—78.

Cook, P. R. and Brazell, |. A. (1976) Detection and repair of single strand breaks in
nuclear DNA. Nature, 263, 679—682.

Cook, P. R. and Brazell, I. A. (1976) Conformational constraints in nuclear DNA.
J. cell Sei., 22, 287-302.

Cook, P. R. and Brazell, I. A. (1978) Spectrofluorometric measurement of the binding
of ethidium to superhelical DNA from cell nuclei. Eur. J. Biochem., 84, 465—477.

Cozzarelli, N. R. (1980) DNA gyrase and the supercoiling of DNA. Science, 207, 953 —960.

Cozzarelli, N. R. (1980) DNA topoisomerases. Cell, 22, 327 —328.

Debreceni, N., Behma, M. T. and Ebisuzaki, K. (1970) A DNA-dependent ATPase
from E. coli infected with bacteriophage T4. Biochem. Biophys. Res. Comm., 41, 115 —
121.

Delius, H., Mantell, N. J. and Alberts, B. (1972) Characterization by electron micros-
copy of the complex formed between T4 bacteriophage gene 32-protein and DNA.
J. Mol. Biol., 67, 341-350.

Denhardt, D. T. (1979) DNA gyrase and DNA unwinding. Nature, 280, 196—198.

Earnshaw, W. C., Houda, B. M., Laskey, R. A. and Thomas, J. O. (1980) Assembly of
nucleosomes: The reaction involving X. laevis nucleoplasmin. cell, 21, 373—383.

Eichler, D. C. and Lehmann, I. R. (1977) On the role of ATP in phosphodiester bond
hydrolysis catalyzed by the recBC deoxyribonuclease of Escherichia coli. J. Biol. Chem.,
252, 499-503.

Falaschi, A., Cobianchi, F. and Riva, S. (1980) DNA-binding proteins and DNA-un-
winding enzymes in eukaryotes, T1BS, 5, 154—157.

Felsenfeld, G. (1978) Chromatin. Nature, 271, 115—122.

Finch, J. T., Noll, M. and Kornberg, R. D. (1975) Electron microscopy of defined
lengths of chromatin. Proc. Nall. Acad. Sei., 72, 3320—3322.

Francia, I., Okos, A. and Hernadi, F. J. (1978) Effect of nalidixic acid on repair of
single-strand breaks in DNA induced by ionizing irradiation in Escherichia coli. Stud,
biophys., 71, 143—149.

Geider, K. and Kornberg, A. (1974) Conversion of the M13 viral single strand to the
double-stranded replicative forms by purified proteins. J. Biol. Chem., 249, 3999 —4005.

Germond, J. E., Hirt, B., Oudet, P., Gross-Belard, M. and Chambon, P. (1975)

107



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

108

Folding of the DNA double helix in chromatin-like structures fron Simian virus 40.
Proc. Natl. Acad. Sei., 72, 1843 —1847.

Germond, J. E., Rouviére-Yaniv, M. and Brutlag, D. (1979) Nicking-closing enzyme
assembles nucleosome-like structures in vitro. Proc. Natl. Acad. Sei., 76, 3779—3783.
Glassberg, J., Meyer, R. R. and Kormberg, A. (1979) Mutant single-strand binding
protein of Escherichia coli: Genetic and physiological characterization. J. Bacteriol.,

140, 14-19.

Goldmark, P. J. and Linn, S. (1972) Purification and properties of the recBC DNase of
Escherichia coli K-12. J. Biol. Chem., 247, 1849 —1860.

Griffith, J. D. (1975) Chromatin structure: Deduced from a minichromosome. Science,
187, 1202 —1203.

Hartwig, M. (1978) Organization of mammalian chromosomal DNA: Supercoiled and
folded circular DNA subunits from interphase nuclei. Acta biol. med. germ., 37, 421—432.

Herrick, G. and Alberts, B. (1976) Purification and physical characterization of nucleic
acid helix-unwinding proteins from calf thymus. J. Biol. Chem., 251, 2124 —2132.

Georgiev, G. P., l1yin, J. V., Tikhonenko, A. S., Dobbert, N. N. and Ananyeva,
L. N. (1967) Isolation and properties of chromosomal deoxyribonucleoproteins. Mol.
Biol. USSR, 1, 815-827.

Herrick, G. and Alberts, B. (1976) Nucleic acid helix-coil transitions mediated by helix-
unwinding proteins from calf thymus. J. Biol. Chem., 251, 2133 —2141.

Herrick, G., Delius, H. and Alberts, B. (1976) Single-stranded DNA structure and
DNA polymerase activity in the presence of nucleic acid helix-unwinding proteins fron
calf thymus. J. Biol. Chem., 251, 2142 —2146.

Higgins, N. P., Peebles, C. L., Sugino, A. and Cozzarelli, N. R. (1978) Purification
of subunits of Escherichia coli DNA gyrase and reconstitution of enzymatic activitv.
Proc. Natl. Acad. Sei., 75, 1773-1777.

Hinkte, D. C. and Richardson, C. C. (1975) Bacteriophage T7 deoxyribonucleic acid
replication in vitro. Purification and properties of the gene 4 protein of bacteriophage 7.
J. Biol. Chem., 250, 5523 —5529.

Hotta, Y. and Stern, H. (1971) Meiotic protein in spermatocytes of mammals. Nature,
234, 83 —86.

Hotta, Y. and Stern, H. (1978) DNA unwinding protein from meiotic cells of Lilium.
Biochemistry, 17, 1872 —1880.

Hotta, Y. and Stern, H. (1979) The effect of dephosphorylation on the properties of a
helix-destabilizing protein from meiotic cells and its partial reversal by a protein kinase.
Eur. J. Biochem., 95, 31 —38.

Hsieh, T.-S. and Wang, J. C. (1975) Thermodinamic properties of superhelical DNAs.
Biochemistry, 14, 527—535.

Hsieh, T.-S. and Bhutlag, D. (1980) ATP-dependent DNA topoisomerase from D. me-
lanogaster reversibly catenates duplex DNA rings. Cell, 21, 115—125.

Huang, W.-M. and Lehman, |I. R. (1972) On the exonuclease activity of phage T4 deoxy-
ribonucleic acid polymerase. J. Biol. Chem., 247, 3139—3146.

Hubscher, U., Lutz, H. and Kornberg, A. (1980) Novel histone H2A-like protein of
Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sei., 77, 5097 —5101.

Ide, T., Nakane, M., Anzai, K. and Andoh, T. (1975) Supercoiled DNA folded by non-
histone proteins in cultured mammalian cells. Nature, 258, 445—447.

Jensen, D. E., Kelly, R. C. and von Hippel, P. H. (1976) DNA ,melting” proteins.
Il. Effects of bacteriophage T4 gene 32-protein binding on the conformation and stabi-
lity of nucleic acid structures. J. Biol. Chem., 251, 7215—7228.

Johnson, B. F. (1977) Genetic mapping of the lexC-113 mutation, Mol. Gen. Genet., 157,
91-97.

Karn, A. E., McKay, V., Goldmark, P. J. and Linn, S. (1973) The recBC deoxyribo-
nuclease of Escherichia coli K-12. Substrate specificity and reaction intermediates.
J. Biol. Chem., 248, 4874 —A4884.

Kedes, L. H. (1979) Histone genes and histone messengers. Ann. Rev. Biochem., 48,
837-870.

Ketler, W. (1975) Characterization of purified DNA-relaxing enzyme from human tissue
culture cells. Proc. Natl. Acad. Sei., 72, 2550 —2554.

Keller, W. (1975) Determination of the number of superhelical turns in simian virus
40 DNA by gel electrophoresis. Proc. Natl. Acad. Sei., 72, 4876—4880.

Kikuchi, Y. and Nash, H. A. (1978) The bacteriophage Aint gene product. A filter assay
for genetic recombination, purification of int, and specific binding to DNA. J. Biol.
Chem., 253, 7149-7157.



77.

78.

79.

80.

81.
82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Kikuchi, Y. and Nash, H. A. (1979) Nicking-closing activity associated with bacterio-
phage ). int gene product. Proc. Natl. Acad. Sei., 76, 3760 —3764.

Kleinschmidt, A. K., Lang, D., Jacherts, D. and Zahn, R. (1962) Darstellung und
Langenmessungen des gesamten Desoxyribonukleinsdure-Inhaltes von T2 Bakterio-
phagen. Biochim. biophys. acta, 61, 857 —864.

Kolodner, R. and Richardson, C. C. (1977) Replication of duplex DNA by bacterio-
phage T7 DNA polymerase and gene 4 protein is accompanied by hydrolysis of nuc-
leoside 5’-triphosphates. Proc. Natl. Acad. Sei., 74, 1525—1529.

Kornberg, A., Scott, J. F. and Bertsch, L. L. (1978) ATP utilization by rep protein in
the catalytic separation of DNA strands at a replicating fork. .7. Biol. Chem., 253,
3298-3304.

Kornberg, R. D. (1977) Structure of chromatin. Ann. Rev. Biochem., 46, 931 —954.

Kowalczykowski, S. C., Louberg, N., Newport,J. W. and Yon Hipppel, P. H. (1981)
Interactions of bacteriophage T4-coded gene 32 protein with nucleic acids. I. Charac-
terization of the binding interactions. J. Mol. Biol., 145, 75—104.

Kretl, H.,, Darwald, H. and Hoffmann-Berting, H. (1978) A DNA-unwinding
enzyme induced in bacteriophage T4-infected Escherichia coli cells. Ear. J. Biochem.,
93, 387-395.

Kreuzer, K. N. and Cozzarelli, N. R. (1980) Formation and resolution of DNA cate-
nates by DNA gyrase. Cell, 20, 245—254.

Krohne, G. and Franke, W. W. (1980) Immunological identification and localization
of the predominant nuclear protein of the amphibian oocyte nucleus. Proc. Natl. Acad.
Sei., 77, 1034-1038.

Kuhn, B., Abdel-Monem, M., Krell, H. and Hoffmann-Berling, H. (1979) Evidence
for two mechanism for DNA unwinding catalized by DNA helicases. J. Biol. Chem.,
254, 11343-11350.

Laine, B., Kmiecik, D., Santiére, P., Biserte, G. and Cohen-Solal, M. (1980) Com-
plete amino-acid sequences of DNA-binding proteins HU-1 and HU-2 from Escherichia
coli. Eur. J. Biochem., 103, 447 —461.

Laskey, R. A, Honda, B. M., Mills, A. D. and Finch, J. T. (1978) Nucleosomes are
assembled by an acidic protein which binds histones and transfers them to DNA.
Nature, 275, 416 —420.

Lewis, J. G. and Andre, C. M. (1978) A serum DNA-binding protein absent in malignant
disease. FEBS Letters, 92, 211 —213.

Liu, L. F. and Wang, J. C. (1978) Micrococcus luteus DNA gyrase: Active components
and a model for its supercoiling of DNA. Proc. Natl. Acad. Sei., 75, 2098 —2102.

Liu, L. F., Liu, C.-C. and Alberts, B. M. (1979) T4 DNA topoisomerase: A new ATP-
dependent enzyme essential for initiation of T4 bacteriophage replication. Nature,
281, 456-461."

Liu, L. F,, Liu, C.-C. and Alberts, B. M. (1980) Type Il DNA topoisomerases: Enzymes
that can unknot a topologically knotted DNA molecule via a reversible double-strand
break. Cell, 19, 697 —707.

Lonberg, N., Kowalczykowski, S. C., Paul, L. S. and Von Hippel, P. H. (1981)
Interactions of bacteriophage T4-coded gene 32 protein with nucleic acids. I11. Binding
properties of two specific proteolvtic digestion products of the protein (G 32 P*I and
G 32 P* 111). J. Mol. Biol., 145, 123-138.

MacKay, Y. and Linn, S. (1974) The mechanism of degradation of duplex deoxyribo-
nucleic acid by the recBC enzyme of Escherichia coli K12. J. Biol. Chem., 249, 4286 —
4294.

MacKay, V. and Linn, S. (1976) Selective inhibition of the DNase activity of the recBC
enzyme by the DNA binding protein from Escherichia coli. J. Biol. Chem., 251, 3716 —
3719.

Marini, J. C., Miltler, K. G. and Englund, P. T. (1980) Decatenation of kinetoplast
DNA by topoisomerases. J. Biol. Chem., 255, 4976 —4979.

Mather, J. and Hotta, Y. (1977) A phosphorylatable DNA-binding protein associated
with a lipoprotein fraction from rat spermatocyte nuclei. Exp. Cell Res., 109, 181 —189.

Mattern, M. R. and Painter, R. B. (1978) Inhibition of mammalian DNA replication
by novobiocin. J. Cell. Biol., 79, 136a.

Mattern, M. R. and Painter, R. B. (1979) Dependence of mammalian DNA replication
on DNA supercoiling. |. Effects of ethidium bromide on DNA synthesis in premeable
Chinese hamster ovary cells. Biochim. biophys. acta, 563, 293 —305.

Mattern, M. R. and Painter, R. B. (1979) Dependence of mammalian DNA replication



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

110

on DNA supercoiling. 1l. Effects of novobiocin on DNA synthesis in Chinese hamster
ovary cells. Biochim. biophys. acta, 563, 306 —312.

Mattoccia, E., Gandini Attardi, D. and Tocchini-Valentini, G. P. (1976) DNA-
relaxing activity and endonuclease activity in Xenopus laevis oocytes. Proc. Natl.
Acad. Sei; 73, 4551—4554

Mazur, B. J. and Model, P. (1973) Regulation of coliphage fl single-stranded DNA
synthesis by a DNA-binding protein. J. Mol. Biol., 78, 285—300.

McCarthy, D. (1979) Gyrase-dependent initiation of bacteriophage T4 DNA replication:
Interactions of Escherichia coli gyrase with novobiocin, coumermycin and phage DNA-
-delay geneproducts. J. Mol. Biol., 127, 265—283.

Meyer, R. R., Glassberg, J. and Kornberg, A. (1979) An Escherichia coli mutant
defective in single-strand binding protein is defective in DNA replication. Proc. Natl.
Acad. Sei., 76, 1702-1705.

Meyer, R. R., Glassberg, J., Scott, J. V. and Kornberg, A. (1980) A temperature-
sensitive single-stranded DNA-binding protein from Escherichia coli. J. Biol. Chem.,
255, 2897-2901.

Mills, A. D., Laskey, R. A.,, Black, P. and De Robertis, E. M. (1980) An acidic protein
which assembles nucleosomes in vitro is the most abundant protein in Xenopus oocyte
nuclei. J. Mol. Biol., 139, 561 —568.

Mizuuchi, K. and Nash, H. A. (1976) Restriction assay for integrative recombination of
bacteriophage A DNA in vitro: Requirement for closed circular DNA substrate. Proc.
Natl. Acad. Sei., 73, 3524 —3528.

Mizuuchi, K., Gellert, M. and Nash, H. A. (1978) Involvement of supertwisted DNA
in integrative recombination of bacteriophage lambda. J. Mol. Biol., 121, 375—392.
Mizuuchi, K., Fischer, L. M., O’Dea, M. Il. and Gellert, M. (1980) DNA gyrase action
involves the introduction of transient double-strand breaks into DNA. Proc. Natl. Acad.

Sei., 77, 1847-1851.

Mizuuchi, K., Gellert, M., Weisberg, R. A. and Nash, H. A. (1980) Catenation and
supercoiling in the products of bacteriophage A integrative recombination in vitro
J. Mol. Biol., 141, 485—494.

Moise, H. and Hosoda, J. (1976) T4 gene 32 protein model for control of activity at
replication fork. Nature, 259, 455 —458.

Molineux, I. J. and Gefter, L. (1974) Properties of the Escherichia coli DNA binding
(unwinding) protein: Interaction with DNA polymerase and DNA. Proc. Natl. Acad.
Sei., 71, 3858-3862.

Molineux, I. J., Friedman, S. and Gefter, M. L. (1974) Purification and properties of
the Escherichia coli deoxyribonucleic acid-unwinding protein. Effects on deoxyribo-
nucleic acid synthesis in vitro. J. Biol. Chem., 249, 6090 —6098.

Morrison, A., lliggins, N. P. and Cozzarelli, N. R. (1980) Interaction between DNA
gyrase and its cleavage site on DNA. J. Biol. Chem., 255, 2211—2219.

Morrow, J. F. and Berg, P. (1973) Location of the T4 gene 32 protein binding site on
simian virus 40 DNA. J. Virol., 12, 1631 1632.

Mosig, G. and Breschkin, A. M. (1975) Genetic evidence for an additional function of
phageT4 gene 32 protein: Interaction with ligase. Proc. Natl. Acad. Sei., 72, 1226 —1230.

Nakayama, K. and Sugino, A. (1980) Novobiocin and nalidixic acid target proteins in
yeast. Biochem. Biophys. Res. Commun., 96, 306 —312.

Nelson, P. P., Albright, S. C. and Garrard, W. T. (1979) Nucleosome arrangement
with regard to DNA base composition. J. Biol. Chem., 254, 9194—9199.

Nelson, P. P., Albright, S. C., Wiseman, J. M. and Garrard, W. T. (1979) Reassocia-
tion of histone 111 with nucleoomes. J. Biol. Chem., 254, 11751 —11760.

Nossal, N. G. (1974) DNA synthesis on a double-stranded DNA template by the T4
bacteriophage DNA polymerase and the T4 gene 32 DNA unwinding protein. J. Biol.
Chem., 249, 5668 —5676.

Oey, J. L. and Knippers, R. (1972) Properties of the isolated gene 5 protein of bacteriop-
hage fd. J. Mol. Biol., 68, 125-138.

Olins, A. and Olins, D. (1974) Spheroid chromatin units (*-bodies). Science, 183, 330 —
332.

Otto, B. (1977) DNA-dependent ATPases in concavalin stimulated lymphocytes. FEBS
Letters, 79, 175—179.

Otto, B., Baynes, M. and Knippers, R. (1977) A single-strand specific DNA-binding
protein from mouse cells that stimulates DNA polymerase. Its modification by phosphor-
ylation. Eur. J. Biochem., 73, 17—21.



125.

126.
127.

128.
129.
130.
131.

132.

133.
134.

135.

136.

137.

138.
139.
140.

141.

142.

143.
144.

145.

146.

147.
148.

149.

Otto, B., Fanning, E. and Richter, A. (1979) DNA polymerases and a single-strand
specific DNA-binding protein associated with simian virus 40 nucleoprotein complexes.
Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol., 43, 705—708.

Oudet, P., Gross-Belard, M. and Chambon, P. (1975) Electron microscopic evidence
that chromatin structure is a repeating unit. Cell, 4, 281—300.

Panushka, |I. R. and Glodthwait, D. A. (1980) A DNA-dependent ATPase from T4-in-
fected Escherichia coli. Purification and properties of a 63000-dalton enzyme and its con-
version to a 22000-dalton form. J. Biol. Chem., 255, 5208 —5214.

Pardoll, D. M, Vogelstein, B. and Coffey, D. S. (1980) A fixed site of DNA replica-
tion in eucaryotic cells. Cell, 19, 527 —536.

Pulleyblank, D. E. and Morgan, A. R. (1975) The sense of naturally occuring super-
helices and the unwinding angle of intercalated ethidium. J. Mol. Biol., 91, 1—13.
Purifoy, D. J. and Powell, K. L. (1976) DNA-binding proteins induced by herpes

simplex virus type 2 in HEp-2 cells. J. Virol., 19, 717—731.

Reuben, R. C. and Gefter, M. L. (1973) A DNA-binding protein induced by bacterio-
phage T7. Proc. Natl. Acad. Sei., 70, 1846 —1850.

Reuben, R. C. and Gefter, M. L. (1974) A deoxyribonucleic acid-binding protein induced
by bacteriophage T7. Purification and properties of the protein. J. Biol. Chem., 249,
3843 —3850.

Richardson, J. P. (1974) Effects of supercoiling on transcription from bacteriophage
PM2 deoxyribonucleic acid. Biochemistry, 13, 3164 —3169.

Rouviere-Yaniv, J. and Gros, F. (1975) Characterization of a novel, low-molecular-
weight DNA-binding protein from Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sei., 72, 3428 —
3432.

Ruyechan, W. T. and Wetmur, J. G. (1975) Studies on the cooperative binding of the
Escherichia coli DNA unwinding protein to single-stranded DNA. Biochemistry, 14,
5529-5534.

Ruyechan, W. T. and Wetmur, J. G. (1976) Studies on the noncooperative binding of the
Escherichia coli unwinding protein to single-stranded nucleic acids. Biochemistry, 15,
5057-5064.

Ruz-Cahrillo, A., Jorcano, J. L., Eder, G. and Lurz, R. (1979) In vitro core particle
and nucleosome assembly at physiological ionic strength. Proc. Nall. Acad. Sei., 76,
3284-3288.

Sahasrabuddhe, C. G. and Van Holde, K. E. (1974) The effect of tripsin on nuclease-
resistant chromatin fragments. J. Biol. Chem., 349, 152 —156.

Salstrom, J. S. and Pratt, D. (1971) Role of coliphage M13 gene 5 in single-stranded
DNA production. J. Mol. Biol., 61, 489 —501.

Scherzinger, E., Litfin, F. and Jost, E. (1973) Stimulation of T7 DNA polymerase by
a new phage-coded protein. Mol. Gen. Genet., 123, 247 —262.

Schekman, R., Weiner, J. H.,, Weiner, A. and Kornberg, A. (1975) Ten proteins
required for conversion of ipX174 single-stranded DNA to duplex form in vitro: Resolu-
tion and reconstitution. J. Biol. Chem., 250, 5859 —5865.

Scherzinger, E., Lanka, E., Morelli, G, Seifert, D. and Yuki, A. (1977) Bacterio-
phage-T7-induced DNA-priming protein. A novel enzyme involved in DNA replication.
Eur. J. Biochem., 72, 543 —558.

Schmidt, G. and Lindigkeit, R. (1977) Degradation of phosphorylated chromosomal
nonhistone proteins. Acta biol. med. germ., 36, 1951 —1954.

Schmir, M., Révet, B. M. J. and Vinograd, J. (1974) Dependence of the sedimentation
coefficient of denatured closed circular DNA in alkali on the degree of strand interwind-
ing. The absolute sense of supercoils. J. Mol. Biol., 83, 35—45.

Scott, J. F., Eisenberg, S., Bertsch, L. L. and Kornberg, A. (1977) A mechanism of
duplex DNA replication revealed by enzymatic studies of phage <pX174: Catalytic
strand separation in advance of replication. Proc. Natl. Acad. Sei., 74, 193—197.

Scott, J. F. and Kornberg, A. (1978) Purification of the rep protein of Escherichia coli.
An ATPase which separates duplex DNA strands in advance of replication. J. Biol.
Chem., 253, 3292 —3297.

Seale, R. L. (1978) Persistence of nucleosomes on DNA during chromatin replication.
Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol., 42, 433 —438.

Searcy, D. G. (1975) Histone-like protein in the prokaryote Thermoplasma acidophilum.
Biochim. biophys. acta, 395, 535—547

Searcy, D. G. and Stein, D. B. (1980) Nucleoprotein subunit structure in an unusual
prokaryotic organism: Thermoplasma acidophilum. Biochim. biophys. acta, 609, 180—195.



150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

112

Searcy, D. G. and Delange, R. J. (1980) Thermoplasma acidophilum histone-like protein.
Partial amino acid sequence suggestive of homology to eukaryotic histones. Biochim.
biophys. Acta, 609, 197 —200.

Sen, A. and Levine, A. J. (1974) SV 40 nucleoprotein complex activity unwinds super-
helical turns in SV 40 DNA. Nature, 249, 343 —344.

Shanmugam, G., Bhaduri, S., Arens, M. and Green, M. (1975) DNA binding proteins
in the cytoplasm and in a nuclear membrane complex isolated from uninfected and
adenovirus 2 infected cells. Biochemistry, 14, 332 —337.

Shapiro, J. A. (1979) Molecular model for the transcription and replication of bacterio-
phage Mu and other transposable elements. Proc. Natl. Acad. Sei., 76, 1933 —1937.
Shaw, P. A., Sahasrabuddhe, C. G,, Hodo, H. G. and Saunders, G. F. (1978) Tran-

scription of nucleosomes from human chromatin. Nucl. Acids Res., 5, 2999 —3012,

Sigal, N., Delius, H., Kornberg, T., Gefter, M. L. and Alberts, B. (1972) A DNA-
unwinding protein isolated from Escherichia coli: Its interaction with DNA and with
DNA polymerases. Proc. Natl. Acad. Sei., 69, 3537 —3541.

Sirlin, J. L. (1972) Biology of RNA. Academic Press, New York—London, 14.

Smith, C. L. Kubo, M. and Imamoto, F. (1978) Promoter-specific inhibition of transcrip-
tion by antibiotics which act on DNA gyrase. Nature, 275, 420.

Stein, A., Whitlock, J. P. Jr. and Bina, M. (1979) Acidic polypeptides can assemble
both histones and chromatin in vitro at physiological ionic strength. Proc. Natl. Acad.
Sei., 76, 5000-5004.

Stetler, G. L., King, G. J. and Huang, W.-M. (1979) T4 DNA-delay proteins, required
for specific DNA replication, form a complex that has ATP-dependent DNA topoiso-
merase activity. Proc. Natl. Acad. Sei., 76, 3737 —3741.

Stratling, W. and Knippers, R. (1973) Function and purification of gene 4 protein of
phage T7. Nature, 245, 195—197.

Sugino, A., Higgins, N. P., Brown, P. O., Peebles, C. E. and Cozzarelli, N. R. (1978)
Energy coupling in DNA gyrase and the mechanism of action of novobiocin. Proc.
Natl. Acad. Sei., 75, 4838-4842.

Taylor, A. and Smith, G. R. (1980) Unwinding and rewinding of DNA by the recBC
enzyme. Cell, 22, 447 —457.

Tomizawa, J.-J., Anraku, N. and lwama, Y. (1966) Molecular mechanisms of genetic
recombination in bacteriophage. VI. A mutant defective in the joining of DNA mole-
cules. J. Mol. Biol., 21, 247—253.

Tse, Y.-C., Kirkegaard, K. and Wang, J. C. (1980) Covalent bonds between protein
and DNA. Formation of phosphotyrosine linkage between certain DNA topoisomerases
and DNA. J. Biol. Chem., 255, 5560 —5565.

Tse, Y.-C. and Wang, J. C. (1980) E. coli and M. luteus DNA topoisomerase | can catalyze
catenation or decatenation of double-stranded DNA rings. Cell, 22, 269 —276.

Vinograd, J., Lebowitz, J., Radloff, R., Watson, R. and Laipis, P. (1965) The twisted
circular form of polyoma viral DNA. Proc. Natl. Acad. Sei., 53, 1104 —1111.

Vinograd, J., Lebowitz, J. and Watson, R. (1968) Early and late helix-coil transitions
in closed circular DNA. The number of superhelical turns in polyoma DNA. J. Mol.
Biol., 33, 173-197.

Vogel, T. and Singer, M. F. (1975) Interaction of fl histone with superhelical DNA.
Proc. Natl. Acad. Sei., 72, 2597 —2600.

Vogelstein, B., Pardoll, D. M. and Coffey, D. S. (1980) Supercoiled loops and eucaryo-
tic DNA replication. Cell, 22, 79—385.

Wackernagel, W. and Radding, C. M. (1974) Formation in vitro of ineffective joint
molecules of ADNA by T4 gene 32-protein. Proc. Natl. Acad. Sei., 71, 431 —435.

Wang, J. C. (1969) Variation of the average rotation angle of the DNA helix and the
superhelical turns of covalently closed cyclic ADNA. J. Mol. Biol., 43, 25—39.

Wang, J. C. (1971) Interaction between DNA and an Escherichia coli protein co. J. Mol.
Biol., 55, 523—533.

Wang, J. C. (1974) The degree of unwinding of the DNA helix by ethidium. I. Titration
of twisted PM2 DNA molecules in alkaline cesium chloride density gradients. J. Mol.
Biol., 89, 783-801.

Wasylyk, B. and Chambon, P. (1979) Transcription by eukaryotic RNA polymerases
A and B of chromatin assembled in vitro. Eur. J. Biochem., 98, 317—327.

Weiner, J. H., Bertsch, L. L. and Kornberg, A. (1975) The deoxyribonucleic acid
unwinding protein of Escherichia coli. Pioperties and functions in replication. J. Biol.
Chem., 250, 1972-1980.



176. Wickner, W. and Kornberg, A. (1974) A holoenzyme form of deoxyribonucleic acid
polymerase. Ill. Isolation and properties. J. Biol. Chem., 249, 6244 —6249.

177. Wilcox, K. W. and Smith, H. O. (1976) Mechanism of DNA degradation by the ATP-
dependent DNase from Haemophilus influenzae Rd. J. Biol. Chem., 251, 6127 —6134.

178. Williams, K. R., Sillerud, L. 0., Schaffer, D. E. and W. H. Kénigsberg (1979)
DNA binding properties of the T4 DNA helix-destabilizing protein. A calorimetric
study. J. Biol. Chem. 254, 6416 —6432

179. Woodcock, C. L. F. (1977) Reconstruction of chromatin subunits. Science, 195, 1350 —
1352.

180. Worcel, A. and Benyajati, C. (1977) Higher order coiling of DNA in chromatin. Cell,
12, 83-100.

181. Wu, J.-R. and Yeh, Y.-C. (1973) Requirement of a functional gene 32 product of bacterio-
phage T4 in UV repair. J. Virol., 12, 758 —765.

182. Yarranton, G. T., Moore, P. D. and Spanos, A. (1976) The influence of DNA binding
protein on the substrate affinities of DNA polymerase from Ustilago maydis: One poly-
merase implicated in both DNA replication and repair. Mol. Gen. Genet., 145, 215 —218.

183. Yarranton, G. T. and Gefter, M. L. (1979) Enzyme-catalyzed DNA unwinding: Studies
on Escherichia coli rep protein. Proc. Natl. Acad. Sei., 76, 1658 —1662.

184. Yarranton, G. T., Das, R. H. and Gefter, M. L. (1979) Enzyme-catalyzed DNA unwind-
ing. A DNA-dependent ATPase from E. coli. J. Biol. Chem., 254, 11997 —12001.

185. Yarranton, G. T., Das, R. H. and Gefter, M. L. (1979) Enzyme-catalyzed DNA unwind-
ing. Mechanism of action of helicase Ill. J. Biol. Chem., 254 12002 —12006.

186. Zardi, A., Siri, B., Carnemolla, L., Santi, W. D., Gardner, 99 and Hoch, S. O. (1979)
Fibronectin: A chromatin-associated protein? Cell, 18, 649—657.

187. Zimmer, S. G. and Millette, R. L. (1975) DNA-dependent RNA polymerase from Pseudo-
monas BAL-31. Il. Transcription of the allomorphic forms of bacteriophage PM2 DNA,
Biochemistry, 14, 300—307.

PROTEIN FACTORS THAT MODIFY THE CONFORMATION OF DNA
P. Juhész
Department of Biology, University Medical School, Pécs, Hungary

Proteins which cause conformation changes of DNA have been reviewed. A new taxo-
nomical system of these proteins is proposed (Fig. 1). Proteins that react with single-stranded
DNA seem to be factors stimulating transitions of the secondary structure of DNA. The main
importance of double-stranded DNA binding proteins may be the generation of negative
superhelical turns of DNA or their relaxation. It is very likely, that the nucleosomal structure
of DNA is not a tool of the genetic regulation but that of the maintenance of an active con-
formation of DNA in template-dependent processes.
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KONYVISMERTETES

Theoretische Okologie (Szerk.: Robert M. May) Verlag Chemie, Weinheim—New York, 1980.

Az utébbi évtizedekben — hazankban és vilagszerte — kétségteleniil ugrasszerlien meg-
nétt az 6koldgia f6bb témakdrei iradnti érdekl6dés. Ebben kétségteleniil donté szerepet jatszik
az emberi tevékenység kornyezetrombol6é hatdsa, s a kovetkezmények egyre vilagosabb fel-
ismerése. Kdrnyezetiink preventiv védelme és a megrontott kdrnyezet ,,gydgyitdsa” alapos
okoldgiai vizsgal6dast és az ennek nyoman lesz(irhet§ elméleti megalapozast kivan. Ezt a
tényt tekintette kiindulépontnak a neves szerkeszt6, Robert M. May amerikai professzor
akkor, amikor az alapképzésen mar taljutott egyetemi hallgaték, diploméas biologusok és
gyakorlati feladatokkal megbizott Okol6gusok, természet- és kornyezetvédd szakemberek
részére, 10 neves amerikai, ill. angol teoretikus 6kolégus szerz6t maga koré tomaoritve, az 6ko-
I6gia elméleti alapjait képez6 fébb témakorok Osszefoglalé attekintésébdl egy kozoés angol-
nyelv( kiadvanyt allitott 6ssze (1976-ban). Es kiilon elismerést érdemel a nalunk alig ismert
Verlag Chemie tdrekvése, amely e kiadvanyt a német nyelvet hasznélé eurépai dkolégusok
szamara is hozzéaférhet6vé tette.

Az elvont, elméleti munkak a szakirodalmat tanulméanyozék széles tabora szamara
rendszerint szlrke, szintelen olvasménynak tlinnek. Ezt a veszélyt a szerz6-kollektiva sikerrel
el tudta keriilni, mert a konyv 13 fejezete témakadrt illeten is szines, valtozatos kinédlatot nyGjt
az olvasonak.

A kiadvéany nagyobb része (9 onall6 fejezet) a novény-, ill. allatpopulacidkat allitja az
érdeklédés kozéppontjaba. Ennek soran az egyes populacidk, ill. az egyuttélé kilonbozé faju
populaciok struktarajat és dinamikajat vizsgaljak a szerzék teoretikus és empirikus néz6épont-
bél egyaradnt. A koényv kisebb része (az utols6 4 fejezet) olyan kilonboz6é témakdroket olel
fel, amelyeknek gyimolcsd6z6 kapcsolata van az elméleti dkolégiaval. igy szé esik a szocio-
biolégia alapproblémair6l, a paleontoldgia és az 6kolégia kapcsolatarél (a paleobioldgiarél), a
schistosomiazisrél, mint az emberben él6 egyik laposféreg-parazita okozta kérrél azért esik
sz6 az utols6 el6tti fejezetben, mert ez j6 modellként szolgélhat a parazita és gazdaszervezet
kdzotti kolcsonhatasrendszer Okolégiai vonatkozasainak elemzéséhez. Az utolsé témakor a
kartev6k és az ember kapcsolatat elemezve a korszerli ndvényvédelem stratégidjanak okold-
giai és 6konémiai vonatkozasait foglalja Ossze.

A populacidkra vonatkoztatott témakdrok is igen valtozatosak. A kiadvany szerkesztéje,
R. M. May tobb fejezetet is irt; bevezetésként egy faj populaciés modelljét rajzolta fel el6bb
elvonatkoztatva, majd szabadfoldi és laboratériumi viszonyokra alkalmazva, s kiilon fejezet-
ben taglalta 2, egymassal a ragadoz6 és zsdkmanyallata kozotti kolcsonhatds miatt integra-
16d6 populaci6 modelljét, de elemzi egy fejezetben a kozdsségbe tomorilt tobb faj egyiittesé-
nek kolcsdnhatésait, s6t egy szigetszer(i védett teriilet populaciédinamikai jellegzetességeit is.
Az angol T. R. E. Soxthwood a populacié néhany fontos paramétere (él6hely, populécio-
nagysag, fertilitas), és a kilonb6z6 (K-, r-) stratégiak elemzése irant kelt killonds érdeklédést.
Az ugyancsak angol M. P. Hassell az izeltlablak torzsén belil elemzi a ragadozé és zsdkmanya
kozotti viszonyt, az ausztraliai G. Caughley pedig andvény és a herbivora allat (primer kom-
zumens) kozotti kodlcsdnkapcsolat elméleti vonatkozdasait vizsgalja. Szé esik még a konkur-
enciardl és az 6koldgiai niche-teériarél (E. R. Planka, USA), valamint a szukcessziérél (11. S.
Horn, USA) is.

Mar a témakdrdk ilyen nagyvonall attekintése is arra utal, hogy a 284 oldalas, grafi-
konokkal izlésesen illusztralt és minden témakér terjedelmes irodalmat kilén-kilon is feldlelé
kiadvany nem konnyed olvasmany ugyan, de az 6koldgia elméleti alapkérdései irant is érdek-



16d6k szélesebb szakember-tdbora szdméra sok-sok hasznos ismeretet nyGjt anélkil, hogy az
olvasét a definiciok és a matematikai levezetések Utveszt6jébe sodorna.

A mar emlitett erényei, kiilénésen gazdag témavalasztéka miatt az Okol6gia irant
érdekléd6knek feltétlentl figyelmébe ajanlhaté a nemrég német nyelven is megjelent fenti
cim(@ tébbszerzds cikkgydjtemény.

Széky Pal

Progress in Botany: Morphology, Physiology, Genetics, Taxonomy, Geobotany. Ellenberg, H.,
Esser. K., Kubitski, K., Schnepf, E. and Ziegler, H. (eds.). 42., Springer-Verlag, Berlin —
Heidelberg—New York, 1980., 418 oldal DM 129.—

A kotet, a hagyoméanyoknak megfeleléen, 6sszefoglalja és ismerteti a cimben szerepld
terliletek eredményeit, kiemelve és részletezve a jelentésebb 0 felfedezéseket.

Morfolégia. A citolégiarél sz6l6 fejezetében el6szor az altalanos és molekuléris sejttan-
ban elért Gjabb eredményeket mutatja be. igy pl. a sejtfal poliszaharid és protein anyagaira
vonatkozokat, a sejtfal primér vastagodasar6l Roland és munkatéarsai (1979) Gj: ,,rendezett
alegységek” hipotézisét, a sejtfal bevonat- és impregnalé vegyileteit. A plazmalemma, a mikro-
tubulusok, mikrofonalzat és a plazmodezmak ultrastruktiraja és funkciéja vizsgalataban is
sok érdekes adatot ismertet. Kilon fejezet foglalja 6ssze a prokaridta sejt és az eukaridta
algasejt citolégiai és morfogenetikai kutatasdban elért eredményeket. igy pl. bemutatjak a
fonalas kékalgdk heterocisztai nitrogénkotd szerepét, felépitését. Az eukariéta algak kozil
pl. a Rhodophyceae plasztiszok fényhiany kovetkeztében torténé degradaldédasat (Sheath
1979), az ostoros alakok flagelluindnak finomszerkezetét, a Golgi-késziilék a mikrotubulusok,
mikrofilamentumok és a szekretaldé sejtek ultrastruktirajat és mikodését ismerteti. Felvil-
lantja a sejtmag m(ikddés és sejtosztodas szamos érdekes részletét, majd az algasejt boritdjara
(sejtfal stb.), azok ultrastruktirajara, citokémiajara vonatkoz6 kozleményeket &sszegezi.
A fejezet végén a kilonboz6 természetes vizekben él6 algakban el6fordulé Gj, virus-szer(
(YLP) részecskékrdl tudoésit. A virdgos novények morfolégidjaval és anatémidjaval &énallé
(mésodik) fejezet foglalkozik. Troll kézikényve szellemében irt rovid kompendiumot Guédés
(1979), kiegészitve az Ujabb eredményekkel. Méasok a szerv-funkcié orientalt tipolégiai elkép-
zeléseket kétséghevonjak, szerintiik a jelenkori botanika nem ad eredményt igéré filogenetikai
koncepciot, s6t Meeuse (1977) kétli a zarvaterm@k filogénidja rekonstrudlasa lehetdségét.
Tovabbi részletes fejtegetések a merisztémak, a levélmorfoldgia, a gyokérzet kutatasarél
tdjékoztatnak. Elagazastipus és ndvekedési forma egységét, kiillonbdz6 tipusait mutatja be a
harasztoknal, zarvaterméknél. A virdg és a virdgzat kutatasa is sok Gj eredményt hozott.
Guédés (1. c.) az auanthialis viragkeletkezés-tedria helyességét tdimasztja ald. Endress (1978)
alapos tanulméanyéban a Hamamelidaceae virdg euanthium jellegét meggy6z6en bizonyitja.
Macdonald (1979) szdamos eredménye koziil a Fagaceae-ra vonatkoz6 emelhetd ki. E szerint
a Fagus néi virdgzata cslcsviraghdl és egy oldalviragbol all, amelyeknek két murvéja, ill.
egy el6levélpérja van. A kupula négy kopacsa a murvak, ill. az el6levelek tengelyébdl kelet-
kezett, ezért az oldalhajtdssal homolég. A Quercus virdgzatdban csak az oldalviradg alakult ki,
és az elblevelek tengelyébdl keletkezik két, serleggé osszendvé kupula kezdemény. Az egy-
szikliek viraganak eredetét (pseudanthium alapon) tébb szerz6 érdekesen taglalja (Burger
1977, Bogle 1970, Sattler -Singh 1978 sth.).

Fiziol6gia. Részletesen targyalja a fotoszintézis egyes részteriileteit (szénmetabolizmus:
ezen belul érdekes a Crassulaceae-tipusi savas metabolizmus, amelynél a PEP karboxilaz
katalizalta éjszakai CO2fixalast targyalja; szénhidratok metabolizmusa, mésodlagos ndvényi
anyagok, az alkaloida bioszintézis specialis esetei, névekedés és fejl6dés élettan, mozgasok).

Genetika. A kotet e harmadik része a novénygenetika teriiletét oleli fel. Fejezetei; a
replikacié, a rekombinacié, a mutacid, a genetikai anyag mikodése, a sejtmagonkivili atorok-
lés. Utébbi a mitokondrialis gének és mas extrakromoszomalis elemek szerepével foglalkozik.

Taxonomia. A kdtet negyedik része a viradgtalan ndvények rendszertani kutatdsa
helyzetérél tajékoztat. El6szor a baktériumok rendszerezésével (nomenklatira, faj feletti,
faj- és fajalatti rendszertani kategdéridk), az osztadlyozas technikajaval és kritériumaival
foglalkozik (numerikus taxon6mia, szerolégia, bakteriofag-tipizalas, sejtalkoték kémiai
Osszetétele, genetikai jellegek) igen gazdag irodalom alapjan. A ,nagy osztdlyozasban” valto-
zatlanul vitatott a prokaridta kékes-zold algék elhelyezése, tdbben Cyanobaktériumok néven
a baktériumokhoz csatolnédk. Részletekre itt nem térhetink ki, csupén utalunk az utébbi
allaspontot igazolni kivané (a riboszoma RNS sequencia és egyéb kémiai jegyek alapjan)
szemléletes prokaridta térzsfa abrara. A kdvetkezd fejezet az algadk rendszertanat és filogénia-
jat oleli fel. Uj eredmények elsésorban az ultrastruktira és kemotaxondmiai vizsgalatoknak
koszonhet6k. Néhany é&ltalanos kiemelés utan, algacsoportok szerint térténik az ismertetés.
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Helyenként kitérnek a szervez6dés oOkoldgiai feltételeire, az algdk indikator szerepére. Mind-
ezek az algologiai kutatéas fellendilésérél tantskodnak. A gombak rendszertana és filogéniaja
fejezet a rendszerezés problémaival kezd6dik. Erdekes megéallapitdsa, hogy a gombék teljes
korére vonatkoz6 biokémiai adatok 6sszegzése meglep6en igazolta azok morfolégiailag alapo-
zott rendszerét (Ragan—Chapman 1978). Szamos tanulmany foglalkozik az egyes gomba-
osztalyok képvisel@ivel. Pl. Gjabb meggy6z6 bizonyitékok vannak (sejtfal dsszetétel tekinteté-
ben) az Endomycetes és Ascomycetes osztalyok kiilonb6z&ségére, elébbi és a Basidiomycetes
bizonyos jegyei hasonlésagara. A Basidiomycetes ,,nagygombak” is az érdekl&dés eléterében
voltak, amit szdamos monografia bizonyit. A kézismert gy(ris tdlcsérgombarél (Armillariella
mellea) kimutattak, hogy — mint ,gy(jt6fajt” — legaldbb 10, reproduktive izolalt ,kis faj”)
alkotja. (Andersson—Ulriech 1978, 1979.) A negyedik, viszonylag kisterjedelm( fejezet
nemcsak a zuzmoék rendszertanar6l, hanem a teljes zuzmékutatds helyzetérél nyljt képet,
igen gazdag és valtozatos irodalom alapjan. Kitér a morfolégia és egyedfejlédés eredményeire.
Legfeltin6bb morfol6giai eredmény egy teljesen Ujszer(i vegetativ diaspéra tipus, a pseudo-
isidium felfedezése (Vezda 1979). Jahns (1979) a telepalakulas 8 éves szukcesszidjat részletezi
igen érdekesen. Filogenetikai Ujsag Riedl (1979) kozlése, amelyben a Verrucaria mucosa-1 egy
vords alga (Hildebrandia rubra) és egy Ascoinyceta szimbidzisanak tartja! Nagyszamu rend-
szertani monografia, florisztikai, arealgeogréafiai és conolégiai kézlemény, valamint kerno-
taxonédmiai cikk a zuzmokutatas élénkségét mutatja.

Az otodik fejezet a mohakutatas helyzetét targyalja. El&szor felsorolja a megjelent
Osszefoglalé bibliografidkat, majd a morfoldgia, rendszertan és evollcié Gjdonsédgait ismerteti.
Utébbiaknal minden Gjabb adat a Bryophyta és Pteridophyta kozds 6sre visszavezethet6 par-
huzamos fejlédésére utal (Hébant 1978). Az Anthocerophyta, Hepaticae s. str., Bryidae és
Sphagnidae a korai devont6l 6nélléan fejlédtek. lgazolédott, morfolégiai, anatémiai és cito-
l6giai jegyek alapjan, az Anthocerophyta 6néllésaga, s feltételezett a Psilophyta elddjeitél
(Propsilophvtatae) val6 leszarmaztatasa (Frey 1977). Osszegezve: a Bryophyta egyaltalan
nem reliktum jelleg(, hanem nagy evoliciés potenciallal rendelkezé torzs. Ezen belil a lombos
moha rendek filogenetikai megitélése egyértelm(ibb, leg6sibb a Polytrichales, a Pleurocarpi
pedig levezetett (Smith—Frey 1977, 1978). Az egész torzzsel kapcsolatban egyre inkabb a
progressziv redukciot tételezik fel, amely jelent6s okoldgiai szerepkdrbe valé er6teljes récens
evollciéval, sajatos alkalmazkodasi struktirdk kifejlesztésével jar egyutt. Szdmos terileti
fléra, génusz és csaldd monogréfia jelent meg. Smith (1978) citogenetikailag alapozott moha-
evolicié tanulméanya az osztdlyok kromoszéma alapszamait figyelembevéve, kiilondsen a
lombos mohaknal mutat ra értékes rokonsagi dsszefliggésekre (szemléletes torzsfavall). Kémiai
anyagaikrol még keveset tudunk. Koponen (1978) szerint a kémiai adatok magasabb egysé-
gekre vonatkozdan kevéssé hasznalhaték, fajelvalasztasokndal inkabb. A zarvatermdéknél ismert
flavonoidok méajmohdaknal gyakoriak (Markham 1978). Igen érdekes, hogy a Takakia, a lom-
bos mohadk és a harasztok egyforméan triterpéneket tartalmaznak (Asakava et al. 1979).
Az Okolégiai-conoldgiai teriilet kiemelhet6 tanulmanya a mohak élet-stratégiai (Life strategy)
csoportositasaval foglalkozik (During 1979). Az 6koldgiailag, populacids jelenségek figyelembe-
vételével alapozott élet-stratégia tipust szorosan korrelaltnak tekinti az életforméaval (csoport-
jai: szokevények, telepesek, egyéves ingazék, rovidéletli (efemér) ingazék, évelé ingéazok,
ével6k; ezekhdl az elsé négy csoport képvisel6i a pionir jellegliek). Lee és Leroy (1979) mohak
sz(ik vizigény intervallumat és viszonylag tdg hdétlirését kozlik. Flock (1978) szerint a leg-
nagyobb moha fitomassza produktivitds a nedves, sokaig hdtakarta helyeken tapasztalhaté.
Az Acrocarpi viszonylag szarazabb, a Pleurocarpi viszonylag nedvesebb term&helyeken tele-
pulnek. A hatodik — a harasztok rendszertanaval foglalkoz6 fejezet — bibliografidk bemutata-
saval kezd6dik, majd a torzs rendszertani, filogenetikai attekintésére (PICHI—Sermolli 1977)
hivja fel a figyelmet. A Lycopsida osztalyt Ivatsuki (1977) rendszerezi. Szamos tovabbi osztaly,
de féleg nemzetség monografia és Kina harasztjai (Ching 1978) értékes feldolgozasok. Cito-
I6giai attekintést Lovis (1979) ad a torzsr6l, tébb mint 500 bioszisztematikai tanulmany alap-
jan. Erdekes a kozép-amerikai Pleuroderris, amely intergenerikus hibrid. Az eurépai Cheilanthes
7 faja kozlil (Wagner 1978) 3 faj hibridizaciéo és kromoszéméakétt6z6dés eredménye (Nardi
et al. 1978). Bouharmont (1977) és Brownsey (1977) Asplenium citotaxonémiai vizsgalatai,
a nemzetség evolici6-mechanizmusat vilagitjAk meg. Kézikonyvek, dolgozatok jelentek meg
a harasztok morfolégiaja, anatémidja és biolégidja témakorokben. Rashid (1976) és Sporne
(1975) ezek kozil kiemelhet6r Fénymikroszképos harasztspdra képek jelentek meg Kremp és
Kavasaki (1977) konyvében. A sporatipusok foldi elterjedésérél lto (1978) kozol térképet.
Sahashi (1979) a Botrichium nemzetség sp6raképeit 6sszehasonlitélag tanulmanyozta. A harasz-
tok termesztésérél Perl (1979) irt kézikonyvet. Ezek mellett nagyszamu florisztikai kézlemény
jelent meg.
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Geobotanika. Az arealgeografiai, florisztikai fejezetben mérsékelt Eurdzsia 4j floramdveit
ismerteti. Kiemelked6 a Fléra Europaea sorozat 5., zar6kdtete megjelenése, amellyel értékes mo-
dern szinvonall fléram{ mutatja be kontinenstink flérajat (11 557 faj). Francia (Guinochet--
Vilmorin 1978), német (Oberdorfer 1979), roman (Beldie 1977—79) stb. orszagflérak jelen-
tek meg, a bolgar a 7. kéteténél tart. Tovabb haladt Eurépa fléra atlasza, megjelent a raszter-
térképek 4. kotete (Jalas Suominen 1979). Hasonlé flératérképezés résztertleteken is folyt,
s megjelent tébb résztérkép-bibliografia. Tobb tanulmany foglalkozott az area hatarok 6ko-
l6giai okaival, 0j javaslatok sziilettek a Fold florabeosztasara. A negyedkori fléra- és vegetacio-
torténeti fejezet gazdag irodalom alapjan foglalja &ssze a pliocén—pleisztocén atmeneti id6-
szak, a pleisztocén klima és névénytakard térténetre vonatkoz6 Gjabb eredményeket. Foglal-
kozik a holocén hasonlé kérdéseivel, az 6koldgiai viszonyok alakulasaval. A conolégiai (szocio-
l6giai) fejezet kézikonyvek (pl. Bormann- Likens 1979, Walter 1979, T iixen 1979, Goodal I-
Perry 1978), bibliografidk ismertetésével kezd6dik, majd kvantitativ mintdzatvizsgalatokkal
(pl. Greig Smith 1979, Braun- Blanquet 1979, Malmgren 1979), a mintazat természetes
véltozésaival, vegetacio térképek ismertetésével foglalkozik. Ezutan a nagy vegetacidovek
szerint mutatja be a fontosabb 0j kozléseket. A geobotanika utolsé fejezete a kisérleti 6koldgia
témakorében kozolt eredményeket Osszegzi. NGvényélettani-6koldgiai (Etherington 1978),
alkalmazott 6kolégiai (Santos 1978) kotetekrdl, elméleti 6kolégiai (May 1976) — matematikai-
lag alapozott — kdonyvrdl, statisztikai kozelitési 6koldgia imdvekrél (Pielou 1977, Smith 1979)
tuddsit. Szamos interdiszciplinaris, 6koszisztéma struktaraval és funkciéval foglalkozé szin-
tézis kotet jelent meg az IBP eredményeirél (Lamotte—Bourliere 1978, Dykyjova—Kvet
1978, Goodall Perry 1979, Coupland 1979 stb.). A kdrnyezeti faktorok, a klima, a fény, a
viz, atalaj tényez6i és mas kémiai tényez6k (nehéz fémek, kén és kéndioxid, olaj, radioaktiv izo-
tépok) hatasairél gazdag irodalom alapjan nyujt tajékoztatast. Végil a kdtet utolso fejezeté-
ben a mykorrhiza kérdés frisebb irodalméardl ad részletes képet.

Osszefoglalva megallapithaté, hogy a Fortschritte d. Botanik 42. kotete az érintett
diszciplindk gazdag, a fejl6dést valéban tikroz6 eredményeir6l nyujt sokoldall, gondosan
szelektalt, kritikailag is értékelt tajékoztatast. A kdtet felhasznalhat6sagat szemléletes illuszt-
raciok, részletes tirgymutaté és gondos kiallitds ndvelik,

Simon Tibor
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SZERZOINK SZIVES FIGYELMEBE!

A BIOLOGIA (korabban Bioldgiai Kozlemények) évente két fiizetet tartalmaz. Elss-
sorban az elméleti és molekularis biolégia, a sejttan, 6rokléstan és a kisérletes onto- és filogenetika
targykorébdl kozol cikkeket. A dolgozatok kévetkez6 tipusait részesitjik elényben:

- teoretikus cikkek;

valamely munkacsoport kisérletekre alapozott elméletének ismertetése, elsésorban a
koncepcié b6vebb kifejtése;

a biolégia valamely részteriiletének legljabb irodalméat 6sszefoglalé (review) munkak;
az adott formaban masutt nem publikalt kisérleti beszamolék.

A lap ezenkivil vitdkat indité vagy azokhoz hozzaszdl6 cikkeket, valamint kényvismer-
tetéseket és kongresszusi beszamoldkat is kdzol.

A kéziratokat — az intézmény vezet6jének jovahagyasa utan — két példanyban, a mel-
lékleteket (rajzokat, fényképeket) egy példanyban a kovetkezé cimre kérjuk bekildeni:
BIOLOGIA Szerkesztésége, Dobozy Ottd technikai szerkeszté, 1445 Budapest, Nagyvarad tér 4.
A cikkek elfogadasarél a Szerkeszt6 bizottsdg — a beérkezett szakérti vélemények alapjan —
évente két alkalommal dont. Az elutasitott dolgozatokat visszakildjik, ill. javasoljuk més
profild laphoz valé bekiildését.

A dolgozatok fejléce tartalmazza a cimet, a szerz6ik) teljes nevét, az intézet és a varos meg-
nevezését, valamint a kulcsszavakat.

A teoretikus cikkek és az irodalmi feldolgozasok tagolasa tetsz6leges. A bonyolultabb
tagolasu cikkekhez ,,fejezetrangsorl” kell mellékelni, amelybdl vilagosan kitlinik az egyes feje-
zetek egyméshoz valé viszonya. A decimélis fejezetszdmozast lehet6leg keriljik. Az eredeti
kutatdmunkat ismertet6 cikkeket a kovetkez6képpen kell tagolni: Bevezetés — Anyag és
maédszer Eredmények Megvitatas Osszefoglalas — Irodalom.

A szovegben délt betlivel (amit folyamatos vonallal valé aldhdzas jelol) kell kiemelni:

a tudoméanyos genus- és fajneveket;
— az in vivo, in vitro és a de novo kifejezéseket;
valamint az abrakra, ill. a tablazatokra valé hivatkozaskor azok sorszamaét.

A szerz6k neveit NAGYBETUVEL, a ritkitott szoveget ritkan kell irni.

A szbvegben az irodalomra a cikkek sorszamaval vagy pedig a szerzé(k) nevével és a
cikk sorszamaval kell hivatkozni. A cikkek sorszamat szdgletes zaréjelbe kell tenni.

Az irodalomjegyzéket sorszamozva, ABC sorrendben kell dsszeéllitani a kovetkez6 pél-
dak szerint:

A) folydiratcikk esetén:
1. BROWN, J. (1973) Heredity and ontogeny. Nature, 238, 19—27.
D) kényv idézésekor:
1. MOURANT, A. E., KOBECA, C. and DOMANIEVSZKA-SZOBSZCAK, K. (1976)
The distribution of the human blood groups and other polymorphisms. 2nd ed.
Oxford University Press, Oxford
C) gy(jteményes m( felhasznalasakor:
1. MILLER, 0. L. and LEATTI, B. L. (1969) Nucleolar structure and function. In:

LIMA BE FARIA, A. (ed.): Handbook of molecular cytology. North-Holland Publ.

Comp., Amsterdam London, 605—619.

Az irodalomjegyzékben csak azokat a szerzéket lehet feltiintetni, akikre széveg kozben
hivatkozas tértént.

A lapban megjelend dolgozatokat kiilfoldi referaléfolydiratok angol nyelvii 6sszefoglaléik,
ill. cimiuk alapjan ismertetik. Ezért célszeri az angol 6sszefoglalas informativ, szabatos
megfogalmazésa.

Az 4bramagyarazatokat — magyar és angol nyelven —kiilon lapra kell gépelni, dbréan-
ként Uj bekezdésben. A grafikonokat és rajzokat abra, a fényképeket kép megjeldléssel kell
sorszamozni, arab szamokkal. A cikkhez mellékelt 4brak hatoldalan szerepeljen azok sorszdma
és a szerz6 neve. Szines abrat a Szerkesztéség nem fogad el. Kilon lapon kell mellékelni a tab-
lazatok magyar és angol nyelv( cimét rémai szamokkal. Az dbréak és tablazatok magyar és
angol sorszamat, valamint a magyar cimét folyamatos vonallal val6 aldhtzassal kell kiemelni.

A dolgozat végén jeloljék meg a szerz6 nevét és munkahelyének pontos cimét (irdnyit6-
szammal).

A megfogalmazésnal ugyeljenek a vildgos, magyar stilus haszndalatara, a helyesirasi kér-
dések eldontésénél az MTA legujabb kiadasu ,,A magyar helyesirds szabalyaidban foglaltak
tekintendék irdnyaddnak.

A kozlemény elfogadasa esetén a szerz6k megkapjak a hasdb- és a térdelt lenyomatat.
Ezen a nyomda hib4jabol ered6 javitdsokat kék, a szerz6i korrektlrat piros szinnel kell bejel6l-
ni. A kézirattél eltéré javitasokat vagy kiegészitéseket csak kivételes esetekben lehet elfo-
gadni.

Szerz8inket a kiadott cikkekért az Akadémiai Kiadd altal szabalyozott ivhonorarium
illeti meg, és amennyiben el6zetesen nem rendelkeznek masként, térités ellenében 100—100
kiilonlenyomatot bocsatunk rendelkezésiikre.
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NEUROKEMIAI GENETIKA
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Beérkezett: 1982. januér 12-én.
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Bevezetés

Genetikai médszerekkel barmiféle fenotipus vizsgalata el6segithets. Kulo-
nosen alkalmas ilyen megkdzelitésre a jol identifikalhato és egzaktan mérhetd
neurokémiai fenotipus. Mégis Ugy tlinik, hogy a neurokémikusok kevéssé hasz-
naltadk ki a genetika altal adott lehet6ségeket, és aneurokémiai genetika specialis
problémai elvegyililnek a magatartds-genetika [45], a farmakogenetika [17] és
az idegrendszer valamennyi strukturalis aspektusat felélel6 neurogenetika [15,
140] problémai kozott.

A jelen megkozelités az elért eredmények rovid reprezentativ dsszefog-
lalasa mellett els6sorban a lehet6ségeket kivanja bemutatni. Ezért a fejezet
szerkezetét az alkalmazott genetikai technikak logikus egymasra éptilése szabja
meg, hattérbe szoritvan a hasznalt fajok milyenségét vagy a genetikai megkd-
zelitéssel megcélzott neurokémiai problémat magat. Nem toérekszink arra sem,
hogy az egyes részeredmények kimerité ,up-fb-date” elemzését adjuk.

A genetikai elemzés lehetéségei és korlatai

Az él6lények kilonbéz6 tulajdonsagai visszavezethet6k az organizmusok-
ban talalhaté kémiai struktirakra és kémiai reakciokra; ezekért pedig végsé
soron a genetikai anyag, a DNS a felel6s. A legkiilonb6z6bb kategoriaba sorol-
hato, lathaté, megnyilvanuld, mérhetd tulajdonsdg a fenotipus. A fenotipus
kialakulasat befolyasolé genetikai anyag egységeit géneknek, az adott egyed
vagy torzs széban forgd fenotipusat meghatarozé gént vagy géncsoportot pedig
genotipusnak nevezziik. A genetikai vizsgalat célja a fenotipus és a genotipus
kozotti oksagi lancolat felderitése. Az idegrendszerrel kapcsolatos fenotipusok
rendkivil sokfélék lehetnek. Hiszen ide tartoznak a kilénb6z6 magatartasi
fenotipusok, az idegrendszer sajat struktirajanak paraméterei, és ide tartozik
az idegsejtekben zajlé valamennyi biokémiai reakcio. Eppen ezért az egyes
fenotipus csoportok vizsgalata részben szeparadlédott. A magatartds-genetika
altalaban megelégszik a viselkedési fenotipus genetikai vizsgalataval, és atu-
gorja a neuralis szubsztrdtumot. A neurolégiai vagy neurogenetika pedig ugy
igyekszik leegyszerisiteni feladatat, hogy f6ként a neuronhaldzatok struktdraja
és a gének kozott keresi az 6sszefliggést, mell6zve a végs6 fenotipust, a viselke-
dést. A neurokémiai genetikdnak az idegrendszerben zajlé kémiai reakciok és
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a gének kapcsolataval kellene foglalkoznia, de ez az elhatarolds csak nagyon
hozzavet6leges. A neuronok, neuronhal6zatok struktdraja is kémiai reakciok
eredménye, vagyis tulajdonképpen ide tartozik; ugyanez mondhato el a maga-
tartasrol is. A neurokémiai genetika kijelolése nem csak a szervez6dés verti-
kélis szintjén okoz problémakat. A neurokémiai reakcidk csak részét képezik az
egész szervezetet fenntartd biokémiai reakcié komplexumnak. A neurokémiai
fenotipus kialakulasaban a szervezet egyéb szabalyozo tényezdi is tevékenyen
részt vehetnek.

A fenotipus és genotipus kapcsolatara alkalmazva az elmondottakat nyil-
vanval6, hogy egy-egy fenotipus csak kivételesen feleltethet6 meg egyetlen f6
(major) gén hatasanak. Az esetek tobbségében a fenotipust komplex folyamatok
hozzéak létre, amelyben szamos apr6 (minor) gén hatadsa mutathaté ki, vagyis a fe-
notipusok altalaban poligéneseli [120]. Ha viszont egy adott gént vesziink szem-
tgyre, szinte minden esetben kimutathaté, hogy hatadsat nemcsak egy tulaj-
donsagra, egy fenotipusra fejti ki, hanem sokfélére: pleiotrop hatast. Tovabb
bonyolitja a fenotipus és a genotipus kdzotti kapcsolatot az, hogy a gének
mas-mas hatast fejtenek ki az adott fenotipusra attél fiigg6éen, hogy milyen
adott genotipus részei, mert a gének egymas hatasat is képesek befolyasolni
dominancia, episztazis révén. Aranylag kevés olyan fenotipustismeriink, amely-
nek kialakulasaban a génekt6l a tulajdonsdg megnyilvanulasaig terjedd oksagi
lancolatot teljesen felderitették volna, de tudjuk, hogy maguk a génhatasok
is sokfélék lehetnek [110]. Egy gén iranyithatja egy fehérje szerkezetének kia-
lakulasat (Struktur gén), lehet a génnek szabalyozd funkcidja, serkentheti
vagy gatolhatja a Struktur gén mikodését (reguldtor gén). Lehet a génhatas
olyan, hogy egy adott fehérje modositasat eredményezi (processzal6é gén). Végil
befolyadsolhatja egy gén az adott Struktur gén aktivitdsanak idébeli megjelené-
sét (temporalis gén). .

A génhatasok eredményeként megjelend fehérjestruktarak is kilénféle
szerepet jatszhatnak a fenotipus kialakuldsaban. A neurokémikus szaméara a
legfontosabb ezek kozil az enzimfunkcié, amely maga is bonyolult szabalyo-
zas objektuma. A szabalyoz6 folyamatok természetiiknél fogva rendkivil érzé-
kenyek a kdrnyezetre. Ha a fenotipus kvantitativ paraméterekkel jellemezhet6,
a paraméterek széles tartomanyban mozoghatnak, amikor a fenotipusért fele-
16s genotipus kilonb6z6 kdérnyezetben nyilvanul meg.

Az organizmus ezernyi szallal kapcsolddik kdornyezetéhez: a h6mérséklet,
a taplalék, a kornyezet kémiai befolydsa, magasabb rendlieknél a legkiilonbo-
z6bb szocialis hatdsok stb. mind befolyasoljak a kilonb6z6 génaktivitasok
lefolyasat, és ezaltal a fenotipust. A kdrnyezet valtozasaira bekdvetkezd feno-
tipusos valasz ezért sokszor meghaladja és elfedheti a genotipusban levé kii-
lIonbségek fenotipusos megnyilvanulasat. A genetikai metodoldégia legfonto-
sabb tdrekvése éppen ezért a genotipus szigord kontrollalasaval a kérnyezet-
-hatasok felderitése és kisérleti célra térténd felhasznalasa. Végil a legutolso,
bar az el6bbiekével azonos fontossagu tényez6 az id6. Minden organizmus
sajat id6dimenzidjaban él, amely a zigota kialakulasatél az egyed halalaig
terjed. A fenotipus ebben az id6tartomanyban folyamatosan és irreverzibilisen
valtozik, legfeljebb bizonyos periddusokban a valtozas sebessége kicsi. Egy
korai szakaszban lezajl6 kémiai folyamat olyan jelentés kémiai valtozast ered-
ményezhet, amely csak az organizmus egyedfejlédésének joval kés6bbi stadiu-
maban figyelhet6 meg.
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Az egyedi szervezet genetikai szervezettségér6l eddig elmondottakat ki
kell egésziteniink azzal, hogy az organizmus foldtti szervez6dési szintek is gene-
tikai torténések helyei. Az azonos faju él6lények egyittéld, szaporodd csoportja
a populéacié, amelyre jellemz6 a magas fokU genetikai variabilitas, amely a gének
polimorfidjara vezethetd vissza. A genetikai variabilitds, valamint a fenotipust
kialakit6 szabalyozérendszereknek a kdrnyezeti tényez6kkel valé kdlcsénha-
tdsa hozza létre a fenotipus variabilitasat, amely a kisérleti munka kiindulasi
pontja.

A genetikus legelsé és legegyszer(ibb kérdései éppen a genetikai variabi-
litasnak a fenotipusra gyakorolt hatdsara vonatkoznak. A végs6 cél az adott
fenotipust Iétrehozo folyamatok teljes felderitése a kdzrem(k6ddé kémiai reak-
ciokon keresztil egészen az adott gének molekularis szerkezetéig. A legtdbb
esetben azonban ez csak tavoli ideal, a praktikus célkitizés sokkal szerényebb:
olyan fix pontot talalni a gének —fehérjék —»kémiai reakciok —»idegbalézati
struktira — magatartas hierarchidban, amelybd&l kiindulva a mechanizmusku-
tatds megkezdhet6. Ez minden esetben valamilyen egyértelm({ genotipus —
fenotipus 0Osszefliggés felderitését jelenti. Ebhez a feladathoz a genetikus két
valtozot alkalmaz; valtoztatja a genotipust és a kornyezetet. Azonos, valtozat-
lan genotipusok fenotipusat kilonboz6 kornyezeti feltételek kozott vizsgalva
elkilonitheti a kdrnyezeti hatdsok jo részét. Azonos kdrnyezeti — kisérleti —
feltételek mellett kiillonbdz6 genotipusokat alkalmazva megallapithatja a gene-
tikai kilonbségek hatasat a fenotipusra. A két valtozé alkalmazasaval a geno-
tipus—fenotipus dsszefliggés — ha van, és a kisérletek egyéb szempontbol is
korrektek — megallapithaté. Egyszerlibb esetben a fenotipusban jelentkezd
kilénbségek egy részét valamilyen f6 gén(ek) hatdsara vezethetjik vissza.
Bonyolultabb esetben, f6ként ha az adott fenotipusban az apré gének hatasa
jelent6s, csak statisztikai paraméterekkel jellemezhetjik a kdzrem({ikdd6 gene-
tikai tényez6ket, amelyek a fenotipus fiziolégiai mechanizmusardl semmit sem
mondanak. A genetikai analizis részletproblémairél szdmos kitliné régebbi és
Gjabb o6sszefoglald jelent meg [29, 30, 44, 51, 120].

A kovetkezd fejezetekben féként a genetikus rendelkezésére all6 gene-
tikai valtozdval, a kisérleti allatok lehetséges genotipusaival és ezek alkalma-
zasaval fogunk foglalkozni.

Tfirrészefes és kisérleti pcpuléciék

A kulonbozé allatpopulacidk és az egyes populaciok egyedeinek gene-
tikai jellemzésére kiulonféle' paramétereket hasznéalunk, ezek részletes analizi-
se megtalalhaté megfelel6 kézikonyvekben [12, 51, 64, 79, 145]. A neuroké-
miai kisérletek tervezését legkdzvetlenebbil érint6 paraméterek egyedek eseté-
ben a genetikai homogenitas jellemz6i. Egy-egy gén altalaban tobb valtozat-
ban fordul el6 a természetes koriilmények kdzdtt él6 populaciokban, igy a dip-
loid szerkezetl allati genom génjeinek jé része heterozigdta allapotban van.
Az individum esetében tehat jellemzd lehet egy-egy vizsgalni kivant gén ho-
mozigota, illetve heterozigdta volta, masrészt jellemzi az egyedeket a teljes
genom homogenitasanak mértéke.

A természetes populaciokban, kilonb6zé mddszerekkel, leggyakrabban
fehérje gélelektroforézissel mért heterogenitas 20—30% [19, 77, 78, 98, 99,
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116, 117]. Miutan ez a modszer korilbelil egyharmadat mutatja ki a valoédi
heterogenitasnak, valészin(, hogy a természetes populdciokban a heterogenitas
a 60—90%-ot is eléri. Ha a genom nagyobb része heterozigdta allapoti gének-
b6l all, az egyfajta kiegyenlitett reakciokészséget biztosit az egyed szamara.
A kilonleges kdrnyezethatasokat a genetikai buffer-kapacitas tompitja [72].
Ezért a természetes populaciok egyedei altalaban er6sebbek, ellenallobbak és
kevésbhé hajlamosak a szélséséges reakciokra, mint a homogén genommal ren-
delkez6 egyedek. Egyes egyedekben nem tudjuk megallapitani a teljes genom
heterogenitdsanak mértékét, de természetes populaci6kban nagyobb szamu
egyed megfelel6 vizsgalataval és statisztikai mddszerekkel erre kdvetkeztet-
hetlink. Mesterséges populacidkat pedig igyeksziink olyan mdédon el8allitani,
hogy a heterogenitds mértéke pontosan szamithato legyen. Igy az egyedre
vonatkoz6 paramétereket a populacidt jellemz8 statisztikai paraméterekkel
pétoljuk [40]. A teljes genom homogenitdsanak statisztikai mér6szama a belte-
nyésztési koefficiens (F), amelynek értéke 0 és 1 kozott valtozhat, és megadja,
hogy a populacié egy tetszéleges egyedében milyen valdszinliséggel taldlha-
tunk tetsz6leges génben homozig6ta allapotot. Ismeretlen eredetli populacional
vagy természetes populacional az F értéket 0-nak vesszik, tekintet nélkil a
homogenitads valodi, de igen nehezen meghatarozhato értékére. Az ellendrzott
generaciok soradn pedig a tenyésztési tipustol fiiggéen [40, 51] szamithatjuk a
beltenyésztési egyllitthatot.

A populaciok genetikai jellemzésének masik fontos paramétere a geno-
mok kozotti homogenitas mértéke. Erre a genotipusos egyezés 0—1 kozé esd
mérészamat hasznalhatjuk (1), amely megadja, hogy egy populaci6 tetsz6leges
két egyedének tetsz6leges génjeiben milyen valdszinlséggel fordul el6 meg-
egyez6 genotipus [95]. A természetes populacié két-két egyede szamtalan
lokuszban hordozhat egymastol kiillonb6z6 allélokat, igy két azonos genotipus
egyuttes el6forduldasanak valészinlisége gyakorlatilag zérus. Genetikailag homo-
gén egyedek vagy homogén szil6kt6l eredd Fxhibridek populacidiban az egye-
dek genetikailag azonosak, a genotipusos egyezés értéke megkdzelitheti az
egységet. A megegyez8 genotipusokat tartalmazé populacidkat izogén popula-
cioknak nevezzik. Ezek természetesen hordozhatnak heterozigdta allapotu
géneket is, F értékik lehet egészen alacsony.

A genetikai paraméterek alapjan a természetes és kisérleti populaciokat
tobbféleképpen rendszerezhetjik. Az altalunk itt hasznalt rendszer a popula-
ciokat eredetiik alapjan osztalyozza, figyelembe véve a lehetséges polimorfiat,
a homogenitas és a genotipusos egyezés mértékét.

Azokat a populacidokat, amelyek polimorfiat mutatnak, és egy-egy gén-
nek ketténél is tobb valtozata fordulhat eld, polilinedlis eredetlinek tekintjuk.
Ide tartoznak a természetes populaciok és a random, valamint a kilte-
nyésztett populaciék. A genetikai homogenizalds soran a beltenyésztés kiilén-
b6z6 modszereivel homogén torzseket hoznak létre, ezek legfeljebb négy kiilon-
b6z6 genom kombinacidjaként foghatok fel, tehat quatrilinealisak. Két genom
kombinacidjaval kaphatjuk a bilinealis térzseket; ide tartoznak a rekombi-
nans és gynogenetikus eredeti torzsek. Egy-egy beltenyésztett torzsb8l kiilon-
b6z6 modszerekkel leszarmaztatott, rendszerint csak egy vagy néhany génben
kilonbéz8 torzseket unilinedlisnak tekintjuk. Az osztalyozast az 1. tdblazat
mutatja be. Amint a tdblazatbol lathato, a kilénbdz6 populaciok genetikai
paraméterei még azonos eredet esetében is jelent6sen eltérhetnek. Nagyon fon-
tos tehat, hogy a neurokémiai kisérletek tervezésénél a felhasznalt populacio
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a kisérleti célra a legalkalmasabb legyen. Miutan altaldban nem egyedeket,
hanem csoportokat hasznalunk a kisérletekhez, legf6képpen arra kell figyelem-
mel lenni, hogy a felhasznalt allatok genetikai homogenitasa milyen.

I. tablazat

Természetes és kisérleti populécidk genetikai rendszere
Table 1. Genetical system of natural and experimental populations

Homozigodta

Eredet Tipus F ! genek %-a
Polilineéalis vad, outbred, random-bred 0 0 10-40
Quatrilinedlis inbred torzsek, kionok i 1 100

0-1 1 10-100
Bilinealis* rekombinans és gynogenetikus tdrzsek,
kongenikus tdrzsek i 1 100
Unilinealis koizogén torzsek i 1 100**»
Hibridek Fj, F2 hibridek és visszakeresztezett
populaciék 0 0-1 10-40**

* A bilineélis eredet jelolést a rekombinans térzsekre Bailey alkalmazta el6szor.
** Egymastol tavoli torzseket keresztezve.
*** Ezek a torzsek egy-egy adott gént heterozigota &llapotban is tartalmazhatnak, de ez a teljes genom homogenitasat
csak igen kis mértékben véltoztatja.

A homogenitast két értelemben vizsgaljuk a genomon belill, azaz az indi-
vidualis genomok homogenitasat és a genomok kdzdtti homogenitast, vagyis a
genetikai identitds mértékét a valasztott csoporton belil. Egy kiltenyésztett
populaciéo homogenitasa mindkét paraméter alapjan alacsony. Az egyedi geno-
mok nagy aranyban tartalmaznak heterozigota allapott lokuszokat, és az egyes
egyedek egymastdl jelent6s mértékben kilénbdznek, a genetikai identitas ér-
téke alacsony. Beltenyésztett torzsb6l vett csoport a homogenitds maximumat
mutatja. Az egyedi genomok homogének, és minden egyed genetikailag teljesen
azonos. Két nem rokon beltenyésztett torzs keresztezésével kapott Fxhibrid
csoportban az egyedek individualis homogenitadsa alacsony, a heterozigota lo-
kuszok aranya nagy, de a genetikai identitds maximalis, minden egyed geno-
tipusa azonos.

Heterogén polilinealis populacidk

A természetes populaciok kevés kivétellel igen nagy mértékben hetero-
gének. Mind a genomon belili, mind a genomok kdz06tti homogenitads paramé-
tere alacsony, és tovabb ndveli a heterogenitast a polimorfia: bizonyos gének
akar 4—5 allélvaltozatban is el6fordulhatnak. Ez utébbi az oka a polilinealis
jellegnek. A kilonb6z6 fenotipusok, kozdttik a neurokémiai fenotipus, nagy
egyedi variabilitdst mutatnak, amelynek jo része genetikai variabilitas, és rep-
rodukalhato értékeket csak egészen nagyszamuU egyed felhasznélasaval kap-
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hatunk, de sokszor még igy sem, mert a genetikai variabilitds a féldrajzi hely-
zetnek is fliggvénye lehet, lokalis populaciok jelentésen kilonbdzhetnek egy-
egy alléi el6forduladsi gyakorisagaban. Természetes populaciokat ezért ritkan
hasznalnak fel genetikai kisérletekhez, ha mégis, tobbnyire csak az adott feno-
tipus variabilitasi tartomanyanak kimérésére, 6sszehasonlitasara [14, 116].

Szamos olyan kisérleti feladat is van, amely éppen a nagymérték( gene-
tikai heterogenitast kivanja kiaknazni. Az emberi populaciok maguk is ter-
mészetes populacidknak tekinthet6k, toxikoldgiai, farmakoldgiai, neurokémiai
fenotipusok mérésében az emberi populaciok csak genetikailag heterogén allat-
populaciokkal modellezhet6k [22, 116].

Ugyancsak genetikailag heterogén populaciéra van sziikség a szelekcios
kisérleteknél, amelyeket még késébb targyalunk.

llyen célokra alakitottdk ki a ,random tenyésztés(” és ,kiil-tenyésztés(@”
kisérleti populaciokat. Ezek tenyésztési sémaja olyan, hogy a populacié gene-
tikai heterogenitasat, polimorfiajat lehet6leg sok generacion keresztil meg6-
rizze, és lehet6vé tegye a reprodukalhaté méréseket. A random-tenyésztés(
populacioknal a tenyésztés sordn random parositast hasznaltak, modernebb
sémakat alkalmaznak a kil-tenyésztésnél, amelyek biztositjak, hogy minden
generacio létrehozasanal a legkevésbé rokon egyedek parosodjanak. A tenyész-
tési sémak és értékelésik, valamint az alkalmazott nomenklatdra [38] a gene-
tikai szakirodalomban megtalalhato [51, 64, 73, 145].

Ha elegendd szamu tenyészpar alkotja a populaciot, akkor genetikai
tulajdonsagait hosszl ideig meg6rzi [73, 116, 145].

Ugyelni kell arra, hogy kiiltenyésztés(i populaciok hasznalata esetén azok
genetikailag kontrollalt szakszerl tenyészetekb8l szarmazzanak, mert néhéany
egyeddel alapitott kis létszamU tenyészet genetikai homogenitdsa gyorsan
novekedhet, és ez szinte lehetetlenné teszi a kisérletek reprodukalasat.

A reprodukalhatésdg biztositasara gyakran nem kiil-tenyésztési popu-
laciét, hanem ,szintetikus” vagy ,mozaik” populaciokat hasznalnak, amelye-
ket beltenyésztett torzsekbdl vagy ezek hibridjeib6l allitanak ossze [22, 34,
35]. Az ilyen populaciok megfelel6 genetikai variabilitdst tartalmaznak, de
mégis reprodukalhatéan eldallithatok azonos minéségben. A felhasznalas szem-
pontjait megtalalhatjuk egy, az agy neuroanatdémiai fenotipusainak genetikai
vizsgalatara végzett kitiné munkaban [122].

Szamos olyan fenotipus van, amelynek tanulmanyozasara nem megfele-
I6ek az allati modellek, vagy a human fenotipus kdzvetlen tanulmanyozasa
elengedhetetlen; ilyen esetekre is kidolgoztak értékes genetikai technikakat.
Tanulmanyozasra ajanlunk egy pszichiatriai-genetikai vizsgalatot [109], és a
katekolaminok biokémiai genetikai vizsgalatat [142].

Homogén populaciok

Quatrilinedlis torzsek
1. Random homogenizalas
Ha egy természetes vagy kiiltenyésztésl populaciébol kiemelink egy

tenyészpart, és valamilyen beltenyésztési séma szerint [51, 73] szaporitjuk,
néhany tiz generacié soran a kiinduldsi par négy génsorozatabol véletlensze-
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men kiszelektalédik és fixalodik egy adott kombinacio, és igy egy genetikailag
nagymértékben homogén térzshéz jutunk. Altalaban hasz generacidnyi belte-
nyésztés utdn — amikor az F értéke 0,986 — beszéliink beltenyésztett térzsrél,
legalabbis egér és patkany esetében.

A beltenyésztett térzsek a genetikus legtisztabb analitikai eszkdzei. Egye-
dei korlatlan szamban szaporithatok, biztositjak az azonos genetikai konsti-
taciot, lehetdvé teszik a kisérleti eredmények pontos reprodukcidjat és a kor-
nyezeti, kisérleti kiillonbségekre visszavezethetd variabilitds kimérését [36].
Hasznalatuk soran néhany tényez6t szem eldtt kell tartanunk. A beltenyésztett
torzsek homogenitasa sohasem tokéletes, kiillondsen nem, ha csak néhany tiz
generacion keresztil folyt a beltenyésztés [5]. Ez tobb okra vezethetd vissza.
Az egyik lényeges ok a heterozigétak pozitiv szelekcidja. Az F érték a genera-
cidvaltasbol szamitott idealis allapotot tikréz. A valésagban az életképesség,
termékenység szempontjai miatt allandé szelekcié térténik, és a fenti tulaj-
donsagokban szerepet jatszd gének egy része heterozig6ta allapotban marad-
hat, tehat az F a valésagban sohasem éri el az 1-et. A masik Iényeges ok a
mutacio, ami allandéan Gj és Gj allélvaltozatokat és ezaltal heterozigociat is
hoz létre. A heterozigdcia kialakuldsa a mutaciénak csak az egyik lehetséges
hatésa, sokkal fontosabb, hogy a mutacié miatt a beltenyésztett térzsek lassan
megvaltozhatnak, Gj és Gj allélek fixalédnak, amit6l a térzs genotipusa meg-
valtozik. Kilénbdz6 laboratériumokban végzett vizsgalatoknal ha azonos, de
néhany tiz generacio 6ta kilén tenyésztett tdrzseket hasznalnak, gyakran
reprodukdalhatatlanok az eredmények. Nagy a kontaminacio veszélye is, ezért
a beltenyésztett térzs fenntartdsa allando ellen6rzést kivan [37, 69, 70].

Végul néhany szo6t a beltenyésztett térzsekkel végzett kisérletek értéke-
1ésér6l. Nem igaz az a gyakori allitas, hogy a beltenyéeztett térzs tulajdonkép-
pen a vad populacié egyetlen egyedét képviseli sok példanyban. Errél szo
sincs. A magas fokban homogenizalt genomot hordozé allat kiilénleges, mes-
terséges képz6dmény. Szadmos reakcidja széls6séges, kevéssé hasonlit a vad
tipuslt heterozigétakhoz. El6nye, hogy korlatlan szdamban biztosit azonos geno-
tipusokat, és lehet6vé teszi a kisérletek megbizhaté reprodukcidjat, valamint
a kornyezeti és genetikai variancia kimérését. Az eredmények értékelésénél
azonban a fentiekre figyelemmel kell lenni.

A leggyakoribb neurokémiai kisérlettipus a torzsek kozotti kiulénbség
mérése. Ha statisztikailag értékelhet6 kiilénbségeket kapunk egy adott fenoti-
pusban két vagy néhany homogén torzs kézott, bizonyitva latjuk, hogy a szo6-
ban forgo fenotipusos kilénbség genetikai okokra vezethetd vissza. Ez kétség-
telenil igaz, de az értékelésnél tobb tényezdre is figyelemmel kell lenniink.
Ha példaul nincs kiillonbség az adott fenotipus esetén két tdrzs kdzott, ez még
nem jelenti azt, hogy a két torzs genetikailag akar csak az adott fenotipus szem-
pontjabdl azonos. Ilyen fajta azonossagot csak keresztezési kisérletek alapjan
lehet kimondani.

Megbizhaté kilénbség esetén viszont nem feltétlenil bizonyos, hogy a
benninket érdekld fenotipus kémiai mechanizmusanak szempontjabol rele-
vans a kilénbséget létrehoz6 genetikai hattér. Két beltenyésztett tdérzs sok
ezer génben is kilonbdzhet, az organizmust szabalyoz6 rendkivil komplex
anyagcsere-mechanizmusba egészen tavol es6 pontokon beavatkozva is létre
lehet hozni valtozasokat egy adott fenotipusban. E fajta aspecifikus kiilonhsé-
geknek kicsi az értéke, ha egy Ujabb kézlemény megirdsan kivil mas szempon-
tunk is van. Kilondsen nem jelenti egy ilyen aspecifikus génhatas, hogy ,Kki-
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mutattuk az X vagy Y fenotipus génjét”. Azok a torzsek kozotti kiillénbségek
fontosak, amelyek a tanulmanyozott fenotipus kémiai mechanizmusanak felde-
ritéséhez visznek kdzelebb. A genetikus mindig egy-egy adott gén allélvalto-
zatainak hatasat figyelheti meg, és nem tudja kdvetni azokat a géneket, ame-
lyekben a két tdrzs megegyezik, mert ezek genetikai médszerekkel nem mérhe-
ték.

Mindezen problémak ellenére a torzsek kozotti kiillonbségek kimutatasa
igen elterjedt modszer a neurokémiaban, és feltétlenil az els6 Iépés a tovabbi
genetikai vizsgalatokban. A vizsgalt fenotipusok igen sokfélék: agyi enzimek
[113], illetve specifikus fehérjék [82], agyi gangliozidok [127], a ciklikus AMP
koncentracidja [106], a katekolamin anyagcsere [8, 10, 24, 48, 52, 81], kildn-
b6z6 agyi receptorok [13, 28. 119, 120, 137], farmakologiai fenotipusok [2, 42,
62] stb.

Szerencsés esetben a térzsek kdzotti kilonbségek vizsgalata fontos gene-
tikai szabalyoz6-mechanizmusok felderitéséhez vezethet [43], ennek tébbnyire
az a feltétele, hogy a talalt fenotipikus kilénbségek mogdtt egyszeri egy génes
kilénbségek alljanak. Ilyen esetben van csak komoly remény a hatdsmecha-
nizmus tisztazasara. A kdvetendd kisérleti tervet Ciaranello és munkatar-
sainak a katekolaminok bioszintézisében szerepet jatsz6 enzimek szabalyozasat
felderit6 munkajan mutatjuk be [8, 23—25],

Az egértdrzsek kozotti kulonbséget el6szor a mellékvesekéregben mért
feniletanolamin-N-metiltranszferaz [24], majd a tirozin hidroxilaz és a dopa-
min-/S-hidroxilaz szintjében mérték [25], a BALB/c torzsh6l szarmazo6 két al-
torzsben a BALB/cJ és a BALB/cN-ben. A BALB/cJ-ben mindharom enzim
szintje kb. kétszerese a masik torzsben mért értékeknek. A tdrzsi kilénbségek
megallapitasa utan reciprok keresztezést végeztek, az Flgeneraciéban a harom
enzim szintje nagyjabol a két szil6i érték kozott helyezkedett el, és a reciprok
keresztezések nem kilonbdztek egymastdl (vagyis az anyai hatads és a nemhez
kotott 6roklédés kizarhaté volt). Az Fxgeneracié egyedeinek keresztezésével
létrehoztdk az F 2generaciot, amely nagyobb populacion mérve az Fj-gyel meg-
egyez6 fenotipusos atlagértékeket mutatott mindharom enzim esetében, jelen-
t6sen kiulénbozott viszont az F2-ben mért értékek szérdsa a tobbi populacidban
mért értékek viszonylag alacsony és megegyez6 szérasatol. Az eddigi adatok
viszonylag egyszer(i oroklésmenet(i genetikai hattérre utalnak. Kilénb6z6
genetikai modelleket lehet a kapott adatokra illeszteni [25]. Az adatokkal leg-
jobban egyez6 modell egy gén két allélvaltozatanak a harom enzim lebomlasat
befolyasol6 hatdsat tartalmazza. A BALB/cJ hordozza azt az alléit, amely az
alacsony bomlasi sebességért, igy a magas enzimszintekért, a BALB/cN hor-
dozza a fokozottabb bomlasért, igy az alacsonyabb enzimszintekért felels val-
tozatot. Az Fj-ben a fenotipus kdztes, tehat egyik gén sem dominans. A felté-
telezett modell alapjan ellen6rz8 kisérleteket lehetett végezni, az F., generacio-
ban meg lehetett vizsgalni, hogy az egyetlen lokusz alapjan feltételezett mecha-
nizmusho6l kdévetkez6 a magas, a koztes és az alacsony fenotipus értéknek
1:2:1 aradnya kimutathaté-e. Ugyancsak hasonlé vizsgalatot lehet elvégezni
a szll6k és az Ft populacio keresztezésével kapott visszakeresztezett popula-
ciokkal is, ahol a vart arany az egyes fenotipusokra 1 : 1. A harom populaciéban
talalt aranyok nem tértek el szignifikansan a modell alapjan vart aranyoktol.
Kiegészitették az analizist egy korrelacio-vizsgalattal, amelyhez az F2 popu-
laciéban, valamint a szul6kb6l és a hibridbdl készitett ,,szintetikus” F2popu-
lacioban vizsgaltdk az egyes enzimek szintjének egymassal valo korrelaciojat.
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Az adatok alapjan igen nagy valdszin(iséggel allithaté volt, hogy sikerilt
kimutatni egy — a harom enzim bomlasat egyforman befolyasolé — gént,
amelynek két allélja a bomlast kiillonb6z6képpen befolyasolja, a fenotipushan
kétszeres kulonbhséget hozva létre.

Meg kell jegyezniink, hogy a szép analizis sikerében valésziniileg nagy
része volt annak a ténynek, hogy a két altdérzs viszonylag kevéssé kiillonbdzhe-
tett egymastol, ezért a genetikai hattér kdzel azonos volt, nem zavarta a vizs-
galt fenotipust. A két altdrzs egy a katekolamin-enzimek bomlasat szabalyozé
gén mutacidja miatt kilonbdzik a vizsgalt fenotipusokban.

2. Iranyitott szelekcio

Noha igen sok beltenyésztett térzs all a rendelkezésiinkre, ezek genoti-
pusa véletlenszer(ien szelektalédott. Ritkan taladlni pontosan olyan térzseket,
amelyek egy adott fenotipus szempontjabdél éppen kiilonbdznek. Iranyitott,
a megfeleld fenotipus szélsé értékeire térténd szelekcidval ilyen torzseket
konnyebben el6 lehet allitani, és emellett, ha a fenotipus valtozasat a szelekcio
soran tobb generacioban kovetjik, hasznos genetikai informéaciéhoz is jutha-
tunk. A szelekciés munka lényege, hogy egy sokféle valtozatot tartalmazé
génkészlettel rendelkez6 populaciébdl a fenotipus generacionkénti egyedi méré-
sével és megfelel6 parositassal olyan tenyészvonalakat szelektaljunk, amelyek
az adott fenotipus szélsGértékeit mutatjak, és remélhet6leg a fenotipus széls6-
értékeiért felel6s allélvaltozatolc feldisulnak bennik. Ez természetesen csak
akkor sikertilhet, ha a kiindulasi populacié elegend6 genetikai variabilitast
tartalmaz, és ha a szelekcié sémaja alkalmas arra, hogy a kinalt valtozatossa-
got ki is hasznalja. A kiindulasi populacié gyakran egy természetes populacid
[41] vagy egy kiiltenyésztett, még inkabb egy ,szintetikus” populacié, ame-
lyet ismert tulajdonsagl beltenyésztett térzsekb6l hoznak létre [17, 27, 122].
Mindenesetre mindig azzal érdemes a szelekciés programot kezdeni, hogy meg
kell vizsgalni, van-e megfelel6 egyedi variabilitds a kivalasztott kiindulasi
populdcioban vagy a szintetikus populaciéhoz felhasznalt torzsek kozott.
Sokszor olyan nagy fenotipusos kiilonbségeket lehet egy ilyen populédciéban
taldlni, és a nagy kildénbségek jo részéért egyszerl genetikai faktorok a felel6-
sek, hogy mar a szelekcio els6 generacioi értékes adatokat szolgaltatnak, és
lehet6évé teszi egyszerlibb genetikai modellek illesztését [41, 107, 138]. Abban
az esetben, ha az adott fenotipus genetikai hattere komplex, poligénes, csak
szisztematikus, sok generacion keresztil torténd szelekcié sordn lehet meg-
felel6 adatokat nyerni. Elvileg a szelekcid célja az, hogy az adott fenotipus
széls6ségeit létrehoz6 allélvaltozatokat egy-egy szelektalt torzsbe elkildnitse.
De ha a szelekcié sordn a kérdéses fenotipusban jol kilénbdz6 torzseket ka-
punk is, ez még nem bizonyitja, hogy célunkat sikerilt elérniink. A kiilonb6z6
gének kdzotti kolcsdnhatas, esetleg a gyors fixalodas, a homogenitas tilsdgosan
gyors novekedése miatt megeshet, hogy a két szelektalt vonal fenotipusos
kilénbségei egyéb okokra vezethet6 vissza. Ha legalabb két-két vonalat sze-
lektalunk, a beltenyésztés mértékét alacsonyan tartjuk, és a szelekcios plato
elérése utan a vonalakat keresztezzik, valamint ha egy bizonyos szam( gene-
racié utan megforditjuk a szelekci6 iranyat, ezek a hibak kdnnyen kiderilnek.
Roderick és munkatarsai az egér agysulyanak széls6séges értékeire végzett
szelekciot, munkdajukban a szelekcids technika kiting értékelése is megtalal-



haté [122]. Farmakolégiai szempontok szerint végzett szelekcios munkéakat
Gjabban Broadhurst foglalta dssze [17].

3. Korrelaciés szelekcio

Gyakori eljaras az, hogy valamilyen megbatarozott fenotipusra tortént
szelekcioval kapott torzseket fenntartjak, és keresik azokat az egyéb, a szelekcio
soran nem vizsgalt fenotipusokat, amelyeknek valtozasai esetleg az eredetileg
szelektalt fenotipussal egydltt jarnak. igy példaul vizsgaltdk a szelekcioval
nyert hipertenzidra hajlamos és rezisztens térzsek noradrenalin koncentracigjat
és tirozinhidroxilaz aktivitasat [39], emocionalis viselkedésre szelektalt Roman
High Avoidance és Roman Low Avoidance patkanytdrzsek agyi receptorai-
nak variabilitadsat [108], és kulénbdz6 farmakonok hatasat e torzsek explo-
tatorikus aktivitasara [83]. Vigyazni kell arra, hogy ha ilyen dsszehasonlita-
soknal térzsek kdzotti kilonbséget észlelink, ez még egyaltalan nem jelenti
azt, hogy korrelacié van az adott fenotipus és az eredetileg szelektalt fenotipus
kézott. Nincs kizarva ilyen korreldcié, de szorosabb dsszefliggést bizonyitani
csak megfelel6 keresztezési kisérletek eredményeinek értékelése soran lehet.

Bilinealis torzsek

A quatrilinealis eredet(i beltenyésztett tdrzsek dsszehasonlitasabol kapott
adatok ritkdn vezetnek jél hasznalhato genetikai analizishez, els6sorban a tor-
zsek kozotti nagy genetikai variabilitdas miatt. A bilinealis térzsek konstrualasa
csokkenti a kiindulasi variabilitast, és ezért egy elvileg 0j tipust genetikai ana-
lizist tesz lehet6vé, amely ma a gerinces allatok genetikdjaban a legkorszer(bb
maédszernek tekinthetd; felhasznalasi terilete is igen széles kor(.

1. Rekombinans térzsek

Rekombinans torzseket elszér BAILEY jallitott el6 [4] immunoldgiai
fenotipusok tanulméanyozasara. Kivalasztott két egymastél sok fenotipusban
jelentésen kilonb6z6, gyakorlatilag homogén beltenyésztett egértorzset, a
BALB/cBy-t és a C57B2/cBy-t; ezek adtdak a kiinduldsi két génsorozatot.
Elkészitette az generdciét, majd az F2t. Ez utébbibol szisztematikus test-
vérparositassal 40 generacion keresztil beltenyésztést végzett, és ismét homo-
gén torzseket aUitott el6. Ezek a torzsek, szdm szerint 7, az Fxgeneraciot létre-
hozo két szil6i tdorzs génkészletének véletlen kombinacioit hordozzak. Lénye-
gében egy F2 generacionak tekinthetd azzal a kilonbséggel, hogy minden
egyedet egy-egy torzs képvisel, és nincsenek kozottik heterozigdtak. Az 1.
abran bemutatjuk a rekombinans tdorzsek készitésének 4altalanos sémajat.
Azaltal, hogy egyedek helyébe torzsek keriilnek, nagymértékben megndvek-
szik a genetikai analizis felbontéképessége: olyan fenotipusok is vizsgalhatok,
amelyek csak populacidk atlagaval és statisztikai modszerekkel értékelheték.
Kilénosen fontos szempont ez a magatartasi fenotipusok és a neurokémiai
fenotipusok vizsgalataban. A Bairtey altal eldallitott torzsdllomanyt nem csak



szul6i torzsek

1. &bra. Rekombinans térzsek készitésének sémaja
Fig. 1. Scheme of genesis of recombinant strains

immunolégiai fenotipusok vizsgalatara hasznaltak, hanem szamos egyéb (tébbek
kozott neurokémiai) fenotipus esetében is [6, 68, 101]. Ha a rekombinans térzs-
populacié mar készen van, a vizsgalat menete aranylag egyszerli. Az adott
fenotipus értékeit kimérik a szul6i térzseken, az F2generacion és arekombinans
térzseken (Bailey a rekombinans torzsekkel egyitt nagyobb szami( konge-
nikus torzset is eldallitott a két szul6i torzsbdl, és ezeket is felhasznaltak a
vizsgalatokban, de ezekkel majd kiilén foglalkozunk.) Ha a mérési eredmények
statisztikailag megbizhaté kiilonbséget mutatnak, az egyes fenotipus kateg6-
riak el6fordulasi aranyanak elemzésével juthatunk genetikai paraméterekhez.
A gondolatmenet a kovetkez6: tételezzik fel, hogy a kiindulasi szilgi torzsek
az adott fenotipusra vonatkozo6an csupan egyetlen génben kilénbéznek, mind-
egyik szll6i torzs egy-egy allélvaltozatot hordoz homogén allapotban. A szilgi
populaciok fenotipusadban mutatkozé kilonbség tehat az allélok hatasanak
kilonbségére vezethetd vissza. Ebben az esetben, miutan a két allélvaltozatot
az F*hibridben 6sszehoztuk, majd az F2-b8l kiindul6 sok generacids beltenyész-
tés soran ismét szétvalasztottuk, a kapott rekombinans térzsek vagy az egyik,
vagy a masik allélvaltozatot fogjak hordozni, homogén allapotban. Ennek
megfeleléen az egyes alléleknek megfeleld fenotipus nagyjabél egyforma vald-
szinlséggel talalhaté meg a rekombinans torzsek kézott. Ha ez a helyzet, és az
egygénes modell a visszakeresztezett populacidkkal, esetleg a szil6kb6l készi-
tett Fj és F2generaciokon végzett mérésekkel is megerdsithetd, a bizonyitast
igen megbizhatonak tekinthetjuk (2. abra). Vizsgaltak a hipotalamusz noradre-
nalin szintjét mint fenotipust: az egyik szul6i térzshen, a BALB/cBy-ban és a
rekombinans térzsek kozil hatban statisztikailag megkilonbdztethetetlen ma-
gas értékeket mértek, tobb mint kétszeresét a masik szilé, a C57B2/6By és a
hetedik rekombinans torzs megfelel6 értékeinek. A két sziilé reciprok keresz-
tezésével kapott Fxpopulaciok egyforman koztes értékeket adtak, valoszind
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2. &bra. Egy gén alléljainak szegregacidja egy rekombinans térzspopulaciéban
Fig. 2. Segregation of alleles of a gene in a battery of recombinant strains

tehat a kdvetkeztetés, hogy a szul6i fenotipusban megfigyelheté kiulonbsége-
ket egyetlen autoszomalis gén okozza [31].

Vizsgaltak a rekombinansok segitségével hipotalamusz 3H-kortikoszteroid
kotését [30]. A BALB/cBy tdérzsben ez az érték alacsony, a C57B2/6By tdrzs-
nél magas. A két reciprok hibrid kdztes értéket mutat, vagyis nincs dominan-
cia és anyai hatas. A visszakeresztezett generaciok heterogének voltak, mind az
alacsony, mind a magas érték el6fordult kb. azonos ardnyban. Kiegészitette
még ezeket a csoportokat két keresztezés, az egyikben egy alacsony értéket
mutatdé rekombinans torzset kereszteztek az alacsony értéket mutaté szilével,
a masikban a magas értéket mutatd sziulét egy magas értékl rekombinéanssal.
Mindkét esetben homogén eloszlast volt az utédnemzedék, alacsony kateg6-
riaba esett az els6, magasba a méasodik. Az eredmények alapjan a hipotalamusz
kortikoszteroid felvételében mutatkoz6 fenotipusos kiillonbséget egy gén hata-
sara lehet visszavezetni. Vizsgaltak bonyolultabb eseteket is. Ha a fenotipus
kategdriak szama kett6nél tobb, de nem éri el az 6tdt, két génre lehet vissza-
vezetni a fenotipusos kilonbséget, mert a két gén négy allélvaltozatanak négy
homozigéta kombinacié, azaz négy fenotipus kategdria felel meg. Két gén
hatasat valdszin(sitették az agyi opidtreceptorok mennyiségének fenotipusa-
ban [7]. A fenotipus variansok maximalis szama (P) a kovetkezd 6sszefliggésh6l
szamithat6: P = 2L, ahol L a lokuszok szdma. A 1l. tablazatban bemutatjuk,
hogy az egyes fenotipus kategériak kilonbdz6 génszam esetén milyen valdszi-
nliséggel fordulhatnak el§, adott szamU rekombinans torzs készitése esetén.
A rekombinans torzsekkel sokfajta fenotipust vizsgaltak tobb-kevesebb siker-
rel, igy a plazma kortikoszteroid-szintet [32], a noradrenalin felvételt [80], a
mellékvese lipid deplécidjat [135], a vese glukuronidaz indukcidéjat [132], mor-
fin toleranciat és érzékenységet [105, 128], kokainnal szembeni szenzitizaciot
[129], kilénbdz6 farmakonok: klérpromazin [18], amfetamin [104] hatasat a
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I1. tablazat

A génszadm becslése egy 15 rekombinans torzset tartalmazé csoporthdl az észleltfenotipusok szama
alapjan
Table 2. Estimation of the number of genes from the number of phenotypes in a battery
of 15 R1 Strains

Gének Fenotipusok Legaldbb (2M 1+ 1) fenotipus
szama szdma el6fordulasanak valdszin(isége
| 2 1- 2 (1/2)15** 1,000
2 4 1- 6 (1/2)15** 0,999
3 8 1-56 (1/2)15~ 0,998

magatartasra. Vizsgaltak a tanulds [102], az agresszid [33] fenotipusaban
mutatkozé kilonbségek genetikai hatterét. A mdédszer bizonyos esetekben lehe-
tévé teszi az adott gének kromoszomalis lokalizaciojat is. Ha egy adott lokusz
kromoszomalis pozicidja ismert, akkor a lokusz &ltal befolyasolt fenotipus
torzsek kozotti megoszlasa (SDP) egyeztethetd a vizsgalt fenotipuséval. Meg-
egyezés esetén a két fenotipus azonos vagy egymas kdzelében elhelyezkedd
gének hatdsa alatt van [31]. Bailey elsé rekombinans térzspopulaciéjat azéta
tobb méasik kévette [101, 134—136], és szélesedett a vizsgalatba vont fenoti-
pusok kdre [101].

Néhany sz6t a modszer limitacioirgl. Osszehasonlitva a rekombinansok-
kal végzett munka mennyiségét az egyszer( mendeli analizissel, nyilvanvaléva
valik, hogy a rekombinansokkal sokkal t6bb munka van, még akkor is, ha
mar ismert torzskészlettel dolgozunk. Ezért viszont béven karpotol az analizis
nagyobb felbontoképessége. Egyszer(i mendeli analizissel ritkan sikeril egy
génes mechanizmusoknal bonyolultabbakat felderiteni, kiilondsen olyan nagy
hibaval mérheté fenotipusok esetében, mint a neurokémiai fenotipus. A rekom-
binansokkal két, s6t harom génes kiillonbségek is mérheté6k. Val6szin(, hogy
a maddszer jelent§sen tovabb fejleszthetd, ha a kialakitott rekombinans tor-
zsekbdl Gjabb keresztezéssel és Gjabb beltenyésztéssel szubrekombinans cso-
portot hozunk létre (3. dbra), amelynek segitségével elvileg sok génes rendsze-
rek is felbonthaték, ha a fenotipus mérése elegendd pontossagu.

Neheziti a mérések értékelését ugyantgy, mint az egyszeri mendeli
keresztezések esetében — a genetikai hattér. A szil8i torzsek nemcsak a vizsgalt
fenotipust hefolydsolo génekben kilénbdznek, hanem még sok szaz vagy ezer
mas génben is, ezek is rekombinalédnak, és véletlen kombinacidik jelent6sen
zavarhatjak egy-egy torzsben a vizsgalt lokusz hatasat, esetleg teljesen elfedhe-
tik azt. llyen hatasok esetén, ha a vizsgalt fenotipus érdekessége megérdemli ezt,
a szubrekombinans tdrzsek kialakitasa az egyetlen kivezetd at; ez a genetikai
hatteret is jelent6sen homogenizalja.
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3. &bra. Szubrekombinans torzs készitésének séméja
Fig. 3. Scheme of genesis of subrecombinant strains

2. Gynogenetikus tdorzsek

A rekombinans torzsekkel vald6 munkat igen megneheziti az el6allitashoz
szilkséges sok munka és hosszl id6. Alacsonyabb rend( gerinceseken kidolgoz-
tak olyan modszereket, amelyekkel a homogén bilinealis torzsek eldallitasa
alaposan megrovidithet6. A mddszer a partenogenezis egyik fajtaja, az inakti-
valt spermium sejtekkel torténd gynogenezis. Gynogenezis segitségével néhany
generacié alatt genetikailag nagymértékben homogén tdrzsek allithatok el6.
A maddszert alkalmaztak halakon [46, 90, 94, 114, 131], békan [92, 139] és
g6tén [60]. A mesterséges gynogenezis sordn nagyrészt haploid embriok kelet-
keznek, amelyek a kikelés utan rendszerint elpusztulnak. Kilénbdz6 techni-
kak segitségével megoldhatd, hogy gynogenetikus diploidok keletkezzenek. Ez
vagy az els6 mitotikus osztédas gatlasaval érheté el [131], és az igy létrejott
diploid embriobdl létrejott egyed egyben szaz szazalékig homozigota, vagy
olyan moddon, hogy megakadalyozzak a méasodik polaris test kizarédasat a
megtermékenyités utan [46, 60, 92]. Ez utébbi esetben a gynogenetikus diploid
egyed nem lesz tokéletesen homozigdta, mert a meiotikus rekombinéaciéo miatt
a polaris test és az anyai pronukleusz kromoszdmai részben kilénbdz6 alléleket
hordozhatnak.

A rekombinéacié ellenére a homozigécia mértéke jelent§sen megnd, egy
generacionyi gvnogenezis megfelel nvolc-tiz testvér parositdsnak [94], Még
gyorsabban né a gynogenetikus populacidk izogenitasa, amely mar 3—4 gyno-



genetikus generaci6 utan megkozeliti a beltenyésztett torzsek hasonlé para-
méterét [95]. A szexudlis generacié és a gynogenezis megfelel§ egylttes alkal-
mazéasaval igen gyors genetikai homogenizaciot lehet elérni [96]. Gynogenezis
segitségével egyetlen ndstény allatbol, két génsorozat hordoz6jabél néhany
generacio alatt kivansag szerinti szdmban a két szil6i génsorozat rekombina-
cioit hordozd gynogenetikus rekombinansok allithaték el§ [47] (4. abra). A

4. dbra. Gynogenetikus rekombinans torzsek készitésének sémaja
Fig. 4. Scheme of genesis of gynogenetic recombinant strains

gynogenetikus rekombinans térzsek készitésének elé6nye, hogy nem sziikséges
eléallitasukhoz két teljesen homogén beltenyésztett torzs, mert egyetlen szil6-
b6l lehet a torzspopulaciot leszarmaztatni, igy barmilyen eredetli egyed  akar
egy vad tipusis  kiindulé egyede lehet atdrzspopulacionak. A genetikai model-
lek Iényegében ugyanolyanok, mint azt a rekombinans tdrzseknél bemutattuk,
ha a gynogenetikus rekombinansokat egyetlen allatbél inditottuk el, természe-
tesen hidnyozni fognak a szil6i populdcidok és az F1?de az innen nyerhet6 ada-
tokért karpotol a kénnyen el6allithaté rekombinans térzsek nagyobb szama.

A gynogenetikus technika ugyancsak megkdnnyiti a szubrekombinans
populacidok eldallitasat. Noha még neurokémiai fenotipus vizsgalatardél nincs
tudomasunk, bizonyos, hogy az elegans G4j modszer alkalmas ilyen vizsgéla-
tokra is. Nagyon val6szin( az is, hogy a gynogenezist rovidesen megkisérlik fel-
hasznalni az eml8sok, els6sorban az egér esetében homogén térzsek eldallita-
sara. Sejtsebészeti beavatkozasokkal mar allitottak el6 néhany egyedet [43],
de gyakorlati célokra is alkalmas mddszert valészin(ileg csak inaktivalt sper-
miumok felhasznalasaval lehet kidolgozni, mint a halak esetében.

Partenogenezist nem csak gerinceseken lehet sikerrel alkalmazni. lzogén
egyedek el@allitasara sikeresen felhasznaltak a tiicsoknél. Az eldallitott izogén
ticsok-klonokban meghatarozott neuronok és kapcsolataik egyedfejlédését
tanulmanyoztak [49]. A természetes kdrilmények kdézdtt gynogenezissel sza-
porod6 fajokrol, amelyek genetikailag nem homogének, a megfelel6 késdbbi
fejezetben lesz szé.

Unilinealis torzsek

Természetes koriilmények a gének polimorfiajat er6sen korlatozza a sze-
lekcié: olyan mutansok, amelyek fejlédésében az életképességet, termékenysé-
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get csokkentd zavarok jelentkeznek, természetes koriilmények kozdétt nem
maradnak fenn. Mesterséges, laboratoriumi korilmények kozdtt viszont ezek-
nek a mutadnsoknak egy része szaporithatd, és jelentds segitséget nyujthatnak
a legkilonb6z6bb fenotipusok fiziolégiai mechanizmusanak felderitésében.
Egyedil egérben tébb mint 6tszaz, egyetlen gén megvaltozasara visszavezet-
het6 mutanst irtak le [125, 144], ezek koziul tdébb mint szazétven neuroldgiai
mutans [130]. A mutansokat altalaban beltenyésztett torzsekbdl szarmaztat-
jak, vagy ha nem beltenyésztett torzsben fordult el6 el6sz6r az adott mutacid,
igyekeznek azt egy jol ismert beltenyésztett térzsbe bevinni (sokszor visszake-
resztezéssel), ezért ezeket unilinealis eredetlinek tekintjiik. Altalaban kétféle
mutans térzset hasznalnak, az egyik tipus kizarélag a mutaciot szenvedett
lokuszban kilénbozik a hattértorzst6l, ezek a koizogén térzsek, gyakori az is,
bogy a mutaciot hordoz6 genotipust énallé entitdnsként mint altorzset tartjak
fenn [104]. A kétféle tipus nem teljesen azonos, mindkett§ altalaban nagy-
mértékben homogén (el6fordulhat szemiletalitalis, vagyis sterilitdst okoz6 mu-
tacioknal az a jelenség, hogy a mutans génre nézve csak heterozigota allapot-
ban szaporithatok, de ez a beterozigo6cia csak a mutans lokuszt érinti), de csak
a koizogén torzsek azonosak a hattértérzzsel, leszamitva magat a mutéans lo-
kuszt. A kilonb6z6 altdorzsek altalaban tobb lokuszban eltérhetnek egymastdl,
részben felderitetlen mutaciok, részben a kiindulasi torzsek esetleges heterozigo-
ta génallapotai miatt [56]. EmI&s mutansok detektaldsdnak maodszerei allan-
déan fejlédnek, intenziv kutatas targyai. A rendkivil nagy érdekl6dés és év-
tizedes intenziv munka ellenére sem mondhatdé, hogy az emlés mutansok
felhasznalasa problémamentes.

Egy mutans akkor keriil be a laboratériumi készletbe, ha egy rendszerint
ismeretlen gén mutéacidja olyan slUlyos zavart okoz az allat szervezetében,
amely kdénnyen felismerhetd. A kutatds elsé lIépése az érokl6désmenet tiszta-
zasa utan a mutacio altal okozott eltérés altalanos leirdsa. ,Sajnos” a legtébb
génnek szamtalan pleiotrop hatdsa is van, egy apr6 hiba a gén vagy a fehérjék
szintjén igen sulyos idegrendszeri vagy szervezeti elvaltozasokhoz vezethet
egyfajta kaszkad hatds révén, és ezért sokszor szinte lehetetlen megallapitani
a szervezd@dés fels6 szintjein észlelt zavarok végs6 okat [145].

Erdekes adatokat nyGjthat egy-egy fenotipusnal a génhelyettesitési maéd-
szer, amelynél egy meghatarozott homogén beltenyésztett torzsbdl, megfeleld
keresztezésekkel kiilénbdz8 lokuszok mutans alléljeit tartalmaz6 térzssoroza-
tot készitenek, és az azonos genetikai hattérbe helyezett mutaciok hatasat
vizsgaljak az adott fenotipusra. Magatartasi fenotipusnal alkalmazta ezt a
maédszert Otiverio s Mesmeri [103], Néha szerencsés esethben egyetlen mu-
tans tanulmanyozasa is értékes adatokkal szolgal az adott mutans fenotipus
kilonlegessége miatt [20]. Ha a vizsgaland6 fenotipus esetében tobb fliggetlen
mutans all rendelkezésiinkre, akkor az egyes mutans fenotipusok szisztema-
tikus 0Osszevetése kialakithatja az adott fenotipus teljes fejlédési képét, fel-
tarhatja a leglényegesebb szabalyozasi pontokat. llyen vizsgalatokat végeztek
a mielinizaciot befolydsolé mutaciok [9], valamint az agy sejtarchitektdraja-
nak kialakitasat befolyasoldo mutansok esetében [21]. Ugyancsak ide sorolhato,
bar valosziniileg nem egyetlen gén megvaltozasara vezethet6 vissza azon muta-
ciok kore, amelyek a humaéan epileszidkhoz hasonlé tiineteket hoznak létre a
legkilénboz6bb fajokban - igy egérben [97, 126], patkdnyban [26], sziriai
aranyhdrcségben [146], tydkban [61], kutydban [29] —, és rendkivil értékes
modellként szolgalnak.
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A mutansok felhasznaldsanak sokkal eredményesebb teriiletei az olyan
fajokkal végzett vizsgalatok, amelyekben a mutdnsok izolalasanak és identi-
fikalasanak modszerei elérehaladottabbak, mint a gerinceseknél. igy a Dro-
sophyla mutansok segitségével egészen specialis neurobioldgiai problémak
kozelithet6k meg, mint pl. a szinaptikus transzmisszi6 [59], a fotoreceptor
funkcié [14], szexudalis magatartdas [33], neurotranszmitter mechanizmusok
[66]. A Nematodak genetikaja is jelentdsen el6re jutott mar [16, 74], és meg-
kezd&ddtt specialis neurokémiai problémak megoldasa, igy pl. a kemoszenzo-
ros érzékelés [75], illetve az acetilkolin receptorok [76] vizsgalatanak teri-
letén. Ide tartozik még egy Oridas egysejtlin, a Parameciumon végzett mun-
ka [71] is, amely kitin6 modellje a magasabb rend( neuronnak, és adatokat
szolgaltat a kilénb6z6 ioncsatornak ésa membranpotencial-valtozasok dssze-
fliggéseinek felderitéséhez.

Szabélyozott heterogenitas

Heterozigdta izogén populaciok

A fentebb ismertetett vizsgdlatokban homogén tdrzseket hasznaltak, a
kisérlettervezés a genetikai homogenitas elényeit hasznalta ki. Nagym érték-
ben heterozigdta genotipusokkal is lehet azonban hasznos kisérleteket végezni,
ha biztositott a felhasznalt egyedek izogenitasa, vagyis a csoporton belil sem-
miféle genetikai variancia nincs. Neurokémiai célok érdekében még alig hasz-
naltak az ilyen tipusu populaciokat, ezért az attekintés csak a leglényegesebb
tudnivaldkra szoritkozik.

1. Faheterozigo6tak

A legegyszer(ibben gy juthatunk izogén beterozigdtakboz, ha homogén
beltenyésztett térzseket kereszteziink. Altalaban tobb térzs keresztezését vég-
zik el az dsszes lehetséges kombinacidéban, és a mddszert diallél keresztezésnek
nevezik. A kombinacidk statisztikai értékeléséb6l bizonyos kdvetkeztetéseket
lehet levonni a felhasznalt torzsek genotipusanak a vizsgalt fenotipusra gya-
korolt kvantitativ hatasat illetéen. Megkulonbdztetnek altalanos és specialis
kapcsoloddkészséget. Az altalanos kapcsolddasi készség az additiv genetikai
variancidban jatszik dént6 szerepet, a specidlis kapcsolédasi készség, amely
az egyes parok kélcsdnhatdsabol szamithato, az interaktiv variancia kialaki-
téja.

A diallél mddszerre] kaphaté paraméterek a kvantitativ genetika kdrébe
tartoznak, és aradnylag kevés hasznosithaté bel8lik a neurokémiaban [91].
Tanulmanyozasra ajanlunk egy magatartas-kisérletet [85]. Nagyobb szelekcids
kisérlet vagy tobb torzsre tervezett dsszehasonlité vizsgalatok eldtt azonban
hasznos adatokat szolgaltat az egyes torzsek varhato reagalasait illetéen, még
akkor is, ha a fiziologiai mechanizmusokba semmiféle bepillantast nem tesz
lehetévé.



2. Természetes izogén populéacidk

Nem csak genetikai manipuldciokkal lehet izogén populaciokat eldalli-
tani; tobb faj esetében természetes kdrilmények kozott is élnek ilyenek.
Néhany faj, kozottik a Crustacedakhoz tartoz6 Daphnia szaporodasi ciklusa-
nak egy részében partenogenetikus modon szaporodik. fgy az egyetlen anyatol
nyert ivadékok izogének, és szamos neurobiolégiai probléma megoldasara al-
kalmasak. Levinthat és munkatarsai izogén Daphnidk segitségével vizsgaltak
a neurdlis konnekciékban fellelhet6 variabilitas természetét [73, 80]. Gerince-
sek kozott is vannak partenogenetikus fajok, igy a Poecilia farmosa, két nor-
malisan szaporodé rokon faj, a P. latipinna és a P. sphenops természetes hib-
ridje [1, 65], amely csak ndstényeket tartalmazd 6nallé fajként, természetes
gynogenezissel szaporodik. Az egy anyatél szarmazd utédok izogének, kozot-
tik genetikai variancia nincs, noha a genomon belili heterogenitas magas foku.
A P.formosa-t ugyancsak az idegrendszer egyedfejlédési problémai vizsgalata-
ban hasznaltak fel. Igen alkalmas ilyen tipusiG munkéara még a kozdnséges
aranyhal vad tipusadnak egy triploid formaja, a Carassius auratus gibelio,
amely szintén gynogenezissel szaporodik, és az egyetlen anyatél szarmazé utéd-
populacio izogén. Laboratériumi munkara kivaléan alkalmas, aranylag kister-
metld és konnyen tarthatd, kitlin6en kiegészithetné az aranyhalon végzett
neurobiolégiai munkakat. A triploid aranyhal fenotipusainak az izogenitasbdl
kovetkezd kicsiny variabilitdsat magatartas-vizsgalatokban demonstraltak [63]#

3. Gerinces allatok kidnjai]

Toébb fajban dolgoztak ki modszereket az egyedek klénozéasara, igy pl.
békan [50], egéren [58]; a modszer Iényege, hogy szomatikus sejtekbdl vagy
embriokbdl sejtmagokat tltetnek 4t megtermékenyitett, majd enuklealt pete-
sejtekbe, amelyeket a fajtol fliggé modon fejlédésnek inditottak. Az egyetlen
embriobol kifejl6dé egyedek genetikailag tokéletesen azonosak, izogének. Al-
kalmasak mindenfajta probléma megoldasara, amelynél az izogenitas fontos
szempont, igy elsésorban a neuralis struktarak kifejlédésének genetikai szaba-
lyozasara iranyuld kutatdsokban. A klénozas el6nye az Fxhibridekkel vagy a
természetes izogén populaciokkal szemben, hogy segitségével barmilyen meg-
hatdrozott egyed genetikai replikaja el6allithaté, tanulmanyozhaték tehat a
kilonleges fenotipusok is, amelyek esetleg csak nagy ritkan keriilnek vizsga-
latra, és nem stabilizdlhatok konvenciondalis médszerekkel. Ehhez természete-
sen még az lenne sziitkséges, hogy a kionok eléallitasdnak mdédszerei témegter-
melésre is alkalmasak legyenek.

Kimérak

Egészen kiillonleges szervezetek az allati kimérak, amelyek kilénbozé
genotipushoz tartozo6 sejtekb@l felépilé mozaik organizmusok. Felhasznalasuk
igen érdekes eredményeket hozhatna a neurokémiaban is, mint ahogy igen
hasznosnak bizonyult a neurobiolégia mas terliletein. Az els6 mddszert kimé-
rak eldallitasara Tarkowski dolgozta ki [133]. Néhany sejth6l all6 egér-
embriokat fuzionaltatott, és a flzié utan megfeleléen elkészitett nésténybe
transzplantalt, ahol a normalis embriondlis fejl6dés véghement. Mintz hasznalt
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el6szor genetikailag kilénb6zd blasztuldkat a kimérak eléallitasara [86]. Az
attorék munkaja d6ta igen sok eredmény sziletett, és megbizhaté moédszereket
dolgoztak ki. Részletesebb tajékozodasra McLaren kdnyvét ajanljuk az emlds-
kimérakrol [84]. El6allitottak hat- és nyolcszulés kimérakat is [112]. Sokféle-
képpen lehet felhasznalni a kimérakat neurobioldgiai problémak tanulmanyo-
zasara. Egy egérmutans fenotipusara a kisagy PURKIiNjE-sejtjeinek szinte tel-
jes hianya jellemzd. A genetikai tényez6 apcd autoszomalis lokusz mutéacidja.
Muttlen azt a kérdést vizsgalta, hogy a mutansra jellemz6 fenotipus vajon
magukban a PuRKIiNjE-sejtekben bekdvetkezd génakcidra vezethetd vissza,
vagy a genetikai karosodas mas sejtekben manifesztalédik, és a PURKINjE-sej-
tek degeneracioja csak ennek kovetkezménye. Normalis és a mutans sejtekbdl
készitett kiméra vizsgalataval eldonthetd volt, hogy a mutansgén aPurkinje-
sejteken belul fejti ki hatasat [89]. Hasonld vizsgalatot végeztek egy retina-
degeneraciéban szenved6 mutans és normalis valtozatu egér kiméraival [141].
Részletesen analizaltdk az egér kisagy egyefejlédésének folyamatat az egér
cerebellaris mutansainak segitségével készitett kimérak tanulmanyozasaval
[90]. Ez utébbi munka jelzi, hogy az egyébként sokkal nehezebben hasznosit-
haté mutansok milyen értékes adatokat szolgaltathatnak a kimératechnikaval
kiegészitve. Ujabban rendkiviill gyorsan fejlesztik ki a kimératechnika legkii-
16nb6z6bb valtozatait, igy el6allitanak kiilonb6z6 fajokbdl [57] és fajok kdézott
készitett sejthibridekbdl szarmazé kimérakat [151], malignus sejtek felhasz-
naldsaval készitett kimérakat [87], madarkimérakat [118]. Es felfedezik, hogy
bizonyos régi technikdk, mint pl. a vératomlesztés is a kimérakészités egy
szerényebb valfajanak tekinthet6 [155].

Konklazié

A genetika rendkivil gyorsan fejlédik napjainkban, és gyorsan fejlédnek
a hagyomanyosnak mondott genetikai eszkdzok is. A biolégia egy-egy specialis
teriletén dolgoz6 kutaté eszkdozok egész arzenaljabdl valaszthatja ki azt a
technikat, amely specialis céljainak a legjobban megfelel. Az itt bemutatott
moédszerek féként a hagyomanyos gerincesgenetika modszerei, csak néhany
esetben érintettink olyan maodszereket, amelyeket nem gerinces allatok eseté-
ben hasznalnak. Sok olyan maddszer is erésen fejléd6ben van, amely atlépi
az organizmus hatarait, kitin6 genetikai munkat lehet végezni szomatikus
sejttenyészetek, sejthibridek segitségével is, amire ez az ésszefoglalé nem tért ki.
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Bevezetés

A szteroid hormonok felfedezését és azonositasat gyors itemben kdvette
a szintetikus analégok el6allitdsa abban a reményben, hogy a természetes
hormonoknal hatékonyabb molekuladk el6allitasa is lehetséges. Valoban — mint
kiderilt —, a szerkezet kicsinek t(in6 modositasa a biolégiai hatast nagymér-
tékben befolyasolhatja. Az els6 véletlen felfedezések 6ta a farmakologusok egyik
kozponti torekvése volt, hogy felderitsék a szteroid molekulak szerkezete és
biologiai aktivitasuk kozti dsszefliggéseket.

A kozelmultban, els6sorban a hetvenes években felgyllemlett nagyszamu
kisérleti adat mar lehet6vé tette szemiempirikus formulak felallitasat, melyek
felhasznalasaval a szerkezet alapjan a bioldgiai hatas megbecsiilhetd.

Ugyanakkor a szteroidok térszerkezetére vonatkozé ismereteink is jelen-
t6sen béviltek. Ma mar a hormon &ltal kivaltott hatast esetenként a harom
dimenzids szerkezettel hozhatjuk kapcsolatba, s6t az sem tlinik utépidanak,
hogy a felismert dsszefliggések alapjan tervezziink és szintetizaljunk a jév6ben
Gj, hormon hatasu vegyileteket.

Jelen 0Osszefoglalonak az a célja, hogy attekintse a szteroid hormonok
hatdsanak strukturalis feltételeit, els6sorban a hormon—receptor kélcsdnhatas
tikrében. Hasonlo jellegi munka magyar nyelven a szerz6 tudomasa szerint
eddig még nem jelent meg.

A szteroidok hatasai

A gerincesek szamos szdvetének miikodését befolyasolja valamilyen szte-
roid hormon. E hormonokat hatdsaik alapjan az 6sztrogének, progesztagének,
androgének, glukokortikoidok és mineralokortikoidok csoportjara oszthatjuk.
Valamennyi természetes szteroid alapvaza a ciklopentanoperhidrofenantrén
vaz (1. abra).

1. &bra. A szteroidok alapvaza
Fig. 1. Perhydrocyclopentanophenanthrene nucleus of steroids
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Az egyes hormon osztalyok

— az alapvazhoz csatlakozé tovabbi szénatomok szamaban;

— az A gylrd telitetlenségének mértékében;

— a vazhoz csatlakoz6 polaros szubsztituensek (hidroxil- és oxocsopor-
tok) szamaban és elhelyezkedésében kiillonbdznek.

a) Az androgének (tesztoszteron, dihidrotesztoszteron) (2. abra) a patkany

nak a vesére és izomra [11], a herére és a mellékherére [40] is.

2. &bra. Tesztoszteron és dihidrotesztoszteron
Fig. 2. Testosterone and dihydrotestosterone

b) Az dsztrogének (6sztradiol: 3. abra) f6 hatdsa a néi reproduktiv rendszer
novekedésének és érésének stimulaldsa és a reprodukciés képesség fenn-
tartasa. Részletesen tanulmanyoztadk csirke oviducton [83] és majon
[92] kifejtett hatasat is a patkany uterusra gyakorolt hatas mellett [50].

3. abra. Osztradiol
Fig. 3. Estradiol

ej A progesztinek (progeszteron: 4. abra) klasszikus funkci6ja a terhesség
fenntartdsa eml8sdkben, de mas bioldgiai valaszokat is kivaltanak, me-
lyeknek nincs feltétlenil kdéziuk a terhességhez. Kétéltliek és madarak
ovariuma is progeszteron célszévetnek tekinthetd [53].

c-0

4. abra. Progeszteron
Fig. 4. Progesterone



d) A glukokortikoidok (hidrokortizon; 5. dbra) szabalyozzak a szénhidrat
anyagcserét a majban, a vércukorszintet [13], ezenkivil specifikus ha-
tast fejtenek ki a limfocitdkra, a vazizomra, zsirszovetre és a kdzponti

idegrendszerre is [65].
ch2oh

5. abra. Hidrokortizon
Fig. 5. Cortisol

e) A mineralokortikoidok (aldoszteron: 6. dbra) f6 fiziolégias hatdsa a Na+
reabszorpcio és K + kivalasztas a kivalaszté epitheliumokban, mint pl.
patkany vese [25] vagy a béka (Bufo marinus) hélyagja [57].

6. dbra. Aldoszteron
Fig. 6. Aldosterone

A szteroid hormonok hatdsmechanizmusa

Habar az ismertetett hormonok hatésai és célszévetei kulénbdznek egy-
mastol (bar lehetségesek atfedések), a hatdsmechanizmus alapvet6 egyezéseket
mutat [30, 39]. S6t val6szin(, hogy az alabbiakban ismertetendd hatdsmecha-
nizmus tobbé-kevésbé érvényes a D3 metabolitok [22] és a rovarhormon ekdi-

zon esetében is [10].
A hatdsmechanizmus egyes lépései a kovetkezdk (7. abra):

CELSEJT
SEJTMAG CITOPLAZMA

H -~*RH > indukalt
fehérjek

7. abra. A szleroidok hatdsmechanizmusa
Fig. 7. Mechanism of action of steroid hormones
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1. A szteroid hormon a megfelelé endokrin szévetb8l kivalasztéodvan, a vér-
palyan keresztil eljut a célszovetig.

2. A célsejtek membranjan akadalytalanul athatol.

3. A célsejt citoplazméajaban nem kovalens komplexet képez a receptor
molekulaval.

4. A hormon receptorkomplex konformaciévaltozast szenved, majd transz-
lokalédik a sejtmagba, ahol a kromatinlioz kotédik.

5. A hormon receptor komplex sejtmagban valé kdt6dését kdvetben speci-
fikus MRNS-ek szintézise indul meg, aminek specifikus fehérjék szinté-
zisének fokozddéasa a kdvetkezménye. A hormonhatas végeredményben a
célsejt fehérje (enzim) osszetételének specifikus megvaltozasan keresztil
valésul meg. Bizonyos esetekben egyes fehérjék szintézise nem ndvek-
szik, hanem csdokken a hormonhatas kovetkeztében.

A hormon metabolizmus révén inaktivalédik. Ha ahormonszekréci6 csék-
ken, azt kdveti a hormonszint csokkenése a célsejtben is, majd a hatas reverta-
l6dik.

Ez az altalanos kép bizonyos esetekben némileg médosul. Igy példaul a
szecernalt tesztoszteron a célsejtben — és kizardlag ott — dihidrotesztoszteron-
na redukalédik: ez a hatasos molekula, ez kot6dhet a receptorhoz [4]. Vagy
az Osztradiol uterotrép hatdsahoz szikséges, hogy az &sztradiol-receptor
komplex viszonylag hossz( idén keresztil tartézkodjon a sejtmagban [23].

A szerkezet és az aktivitas kozotti 6sszefliggés

Van-e kozvetlen korrelacié a szerkezeti elemek és a hormonhatas koézott ?

Az 1950-es években indultak meg a hormonhatassal rendelkez6 Gj szte-
roid szarmazékok szintézisére irdnyuld kutatdsok abban a reményben, hogy a
természetes hormonoknal hatékonyabb anyagok allithatok el6. Ezeknek a
vizsgalatoknak az el6terében a glukokortikoidok alltak, gyulladasgatlo hata-
suk miatt.

1953—58 kozott sikerilt is a hidrokortizonnal er6teljesebb gyulladasgat-
lokat felfedezni (I. tablazat). E felfedezések azonban inkdbb a véletlennek

1. tablazat

Gyulladasgatlé szteroidok felfedezése
Table 1. Discovery of anti-inflammatory steroids

Szubsztituens Felfedezés modja
9a—Cl, 6a—Cl Uj hidrokortizon szintézis utak keresése
9a—F, 120-F,
6a—F
Jj (kettéskotés) A kortizon bakterialis hidrolizisének mellékterméke
2p—CH,, 6a—CH, Uj prednizon szintézis utak keresése
16a OH 9a—F anal6égok vizsgalata
16a—CH3 166—CHj Anaesthetikus szteroidok vizsgalata
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kdszonhet6k, mintsem szisztematikus szerkezet—aktivitas dsszefliggéseken ala-
pulé iranyitott molekulatervezésnek.

A késb6bbiekben nagyszdmu szteroid szarmazékot szintetizaltak, és mod
nyilt a szerkezet és aktivitas kozti 6sszefliggések szisztematikus vizsgalatara.
Wolff és Hansch [102] 9-oc-szubsztituensekben kilénb6z6 kortizol-acetat
analégokat vizsgaltak, és azt tapasztaltak, hogy patkdnymajban a glikogén
lerak6dés (A) a szubsztituens bidrofobicitasaval (ji) és induktiv effektusaval
(a) pozitivan, a szubsztituens méretével (PE) negativan korrelalt a kovetkezd
O0sszefliggés szerint:

log A 0,07 -j- 0,76n: — 0,22 log PE -)- 2,76¢

Ahmad és Mellors [1] mintegy 30 szteroidot vizsgalva azt talaltdak, hogy
azok glutamin szintetdz, tirozin aminotranszferdz és alkalikus foszfatdz indu-
kalé hatasa, valamint egy egér limfoma sejtvonal névekedését stimulalé hatdsa
korrelaciéban voltak a szteroid molekula egészét jellemz6 mennyiséggel, a
parachorral [90]. A parachor értékeit tablazatok alapjan szamitottdk. E kor-
relaciéo nem jelent linearis &sszefliggést, és a szerz6k nem tudtak magyarazni
egyes jelent6sebb eltérések okat.

Progesztagének hatékonysagat az endometrium proliferaciojat méré
klasszikus CLAUBERG-teszttel jellemezve [24, 89] megallapitottak, hogy a
progeszteron szarmazékok és a tesztoszteron 17 a-alkil analdgjai rendelkeznek
nagy CLAUBERG-aktivitassal.

Farmakodinamikai tényez6k

Az egyes szteroidok hatdsossagat végsd soron a receptorral valo kélcson-
hatds er6ssége és jellege, valamint farmakodinamikai tényez6k egylttesen
hatdrozzak meg [9].

Ezenkivil tudataban kell lenniink annak is, hogy a receptorral erds
kdlcsénhatasba 1ép6 szteroid nemcsak optimalis agonista, hanem részleges
agonista vagy antagonista is lehet [81]. Ez utébbi kérdés targyaldsara a késéb-
biekben térink Ki.

A természetes szteroidok kémiai modositdsa a hormonhatas kifejez6dését
tobb szinten befolyasolhatja.

A vizoldékonysagot novel6 szubsztituensek altalaban el6segitik a hatas
gyors bekdvetkezését oralis adagolas esetén. igy példaul a diklorizonfoszfat
gyulladasgatlé hatasa joval kifejezettebb, mint a diklorizoné. Ezt valészin(ileg
a foszfatészter jobb oldékonysadga magyardzza [67].

A szteroidok a plazméaban részben szabad, részben fehérjéhez kotott for-
maban vannak jelen. A természetes kortikoszteroidokat a transzkortin, az
Osztradiolt és a tesztoszteront a szex szteroid kot6 globulin, a progeszteront
a transzkortin és a progeszteron kot6 globulin kéti meg nagy affinitassal, de
az albuminhoz val6 kot6dést sem lehet elhanyagolni. A ko6t6dés erdssége a
szteroid hidrofob jellegének er6sodésével né [15].

Csak a szabad szteroid képes a célsejt belsejébe jutni, a plazmafehérjék-
hez kotétt forma nem. Ezzel szemben a fehérjével valé kapcsolddas védi a
molekulat a metaholizmussal szemben. E két effektus végeredményben ellen-
tétes iranyban befolyasolja a hormonhatas kifejez6dését. igy nem lehet a priori

149



Pl azma Uterus
szabad méta- Membran kotés felvétel aktivitas

bolizalt
OH n
HO
OH
CiCH
HO
CHM"O OH /
HO
CH30 OH
C=CH
HO
OQ-H
O
He O 0

8. abra. Farmakodinamikai tényez6k befolyasa dsztradiol analégok biol6giai aktivitdsara. Az egyes szimbdlumok nagysdga az adott folyamat
lefolyasanak mértékével vagy frakciénagysagaval aranyos

Fig. 8. Influence of pharmacodynamic factors on the biological activity of estradiol analogues. Area of the symbols is proportional to the
measure of the process or of the fraction concerned



megmondani, hogy a plazmafehérjékhez val6 kot6dés valtozasa végeredmény-
ben milyen moédon valtoztatja meg egy adott szteroid hatékonysagat [103].

Az aktiv szteroidok metabolikus bontasanak sebessége is alapvet6en
befolyasolja a hormon-analég hatdsossdgat. igy azok a szerkezetmodositasok,
amelyek a hormon metabolizmusat lassitjak, az eredeti vegylletnél hatéko-
nyabb szarmazékot eredményeznek. Ezért rendelkeznek fokozott aktivitassal
pl. a kortizol-analégok kozil a 2-/9-metil [95], a 6-a-metil [68], a 16-a-hidroxil
[33] szarmazékok, az Osztradiol analégjai kozil pedig a 17-etinil és 11-metoxi
szarmazékok [17].

Raynaud és mtsai 16 6sztradiol szarmazék o6sszehasonlité analizisével
kimutattak, hogy az egyes drogok esetében a plazmadisztriblcié, a metaboliz-
mus, valamint a hormon célsejt altali felvétele valtoz6 mértékben befolyasol-
hatja a végeredményben észlelhet6 hatast [68], A plazma disztriblcié jelentds
szerepet jatszik a hatékonysag meghatarozasaban, és bar minden aktiv analdg
kotédik az 0sztradiol receptorhoz in vivo, a hatékonysag nem jél korrelal az in
vitro kot6dés mértékével.

A legaktivabb szarmazékok uterotrop aktivitasat és a befolyasold ténye-
z6ket tinteti fel a 8.abra. Az dsszehasonlitas kedvéért egy inaktiv szarmazék
jellemz@8i is szerepelnek a 8. abran.

A receptorhoz valé kot6dés vizsgalata

Lattuk az el6z6ekben, hogy a receptorhoz val6 affinitds mértéke nem
nyujt elegend6 informaciot ahhoz, hogy 0j szarmazékok hormonhatasat el6ze-
tesen megbecsilhessiik. Azonban bizonyosnak latszik, hogy a receptorhoz valo
kot6dés minden szteroid hatas el6feltétele. Ezért ésa hormon—receptor kol-
csonliatds-mérés viszonylagos egyszerlisége és kis anyagigénye miatt, az utébbi
id6ben igen nagyszamu szteroid szarmazék receptor iranti affinitdsat hataroz-
tdk meg. Ez modot nyiijt a fehérje—ligand kdlcsdnhatas molekularis és szub-
molekuléris szintl analizisére is.

E fejezet hatralevd részében roviden néhéany metodikai jellegl kérdést
targyalunk.

A kélcsdnhatds meghatarozasara az esetek zémében kompeticids tesztet
alkalmaznak, megfelel6en véalasztott radioligand és receptor felhasznalasaval.
Adott szteroid affinitasat az an. relativ kotési affinitdas (RBA) értéke jellemzi.
Ez a kérdéses szteroid és a referencia ligandum (nem radioaktiv formajanak)
kompeticiéos hatékonysagat dsszehasonlité szamadat. Definicidja: az izotéppal
jelzett ligandum 50%-0s leszoritdsahoz szikséges koncentraciok hanyadosa
szorozva 100-zal. Példaul a tricialt R 5020-at nyUluterus progesztin receptorrdl
kb. 5 nM jelzetlen R 5020 vagy 10 nM progeszteron szoritja le 50%-ban. Ha
progesztin receptor esetében a progeszteront valasztjuk referencia szteroidnak,
akkor az RBA progeszteronra 100, R 5020-ra kb. 200 [66].

Szamos szovetben taldlunk szteroid hormon receptor fehérjét. Osztrogén
receptorokat els6sorban az uterus, vagina, ovarium és az emlémirigyek tartal-
maznak [80].

Mivel a progesztin receptor szintézisét dsztrogének indukaljak [94], vald-
szinl, hogy funkcidképes 0Osztrogén receptort tartalmazé struktdrak progesz-
tin receptorral is rendelkeznek. Jelenlétiket tobbek kozdtt kimutattdk az
uterusban [61], a vaginaban [82] és az eml6mirigyben [101].
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Androgén receptor jelenlétét kimutattak sok androgénérzékeny szovet-
ben (prosztata, ondéhdlyag, levator ani, mellékhere) [31, 59, 100]. Mineralokor-
tikoid receptort talaltak békabdrben [63] és patkdnymajban, -vesében, -lép-
ben [91]. Glukokortikoid receptort talaltak majban, vesében [65]. Sokat tanul-
manyoztak a HTC hepatéma sejtkultira glukokortikoid receptorat is [12],

Mindegyik receptorféleség el6fordul bizonyos agyteriileteken és a hipofi-
zisben. Human eredetli szovetekben is kimutattdak mind az otféle receptor
létezését [73]. E lista korantsem teljes. A kilonb&z6 eredet(i, de azonos hor-
monosztalyra specifikus receptorok igen hasonlé sajatsdguak [7], de azonossa-
gukra nézve nem all meggy6z8 bizonyiték rendelkezésre. Alaposan meg kell
tehat fontolni azt a kérdést, hogy milyen receptort célszeri hasznalni a szerke-
zet és a funkcié kozotti 6sszefliggések felderitését célzé vizsgalatokban.

Altalanossagban mondhatjuk [74], hogy olyan célszéveteket célszer( va-
lasztani, melyek az adott hormonhatas biolégiai végpontjanak felelnek meg
és melyekben a metabolikus aktivitas lehet6leg alacsony (kivéve, ha a cél ép-
pen a metabolikus inaktivalasnak ellenall6 szarmazék eldallitasa).

A prepardtumot nem sziikséges jelent6sen dusitani vagy a receptor fehér-
jét teljesen megtisztitani. A mérések zémét a kilonbdz6 laboratéoriumokban
egyarant citoszol vagy sejtszuszpenzid felhasznaldsaval végezték.

Nem kdzombds az eredmények szempontjabol az sem, bogy milyen radio-
ligandummal végezzik a kompeticids kisérleteket. A ligandum kivalasztasanal
az aladbbi szempontok a legfontosabbak [74]. A véalasztott ligandum lehet6leg
ne metabolizalédjon a tesztrendszerben, ne kot6djék az esetleg jelenlevd plaz-
mafehérjékhez, és lehet6leg minél kevésbé kot6djék a rendszerben taldlhato
egyéb specifikus kétéfehérjékhez, receptorokhoz.

E szempontok alapjan leginkabb a kovetkez6 radioaktiv (tricialt) analo-
gok johetnek szamitasba: 0sztrogén receptor jelzésére oOsztradiol; progesztin
receptorahoz R 5020 (9. dbra) [70]; androgén receptorahoz tesztoszteron vagy
dihidrotesztoszteron [105], esetleg a szintetikus R 1881 (10. abra) [16]; mine-
ralokortikoid receptorahoz aldoszteron; glukokortikoid receptordhoz dexameta-
zon (11. abra) [74, 77] vagy triamcinolon acetonid (12. &bra) [58]. A fenti
rendszerekben vizsgalt analégok szama tébb széazra rag [66, 73, 77, 89].

A hormon—receptor komplex kialakulasa, kiilonésen 0° C-on meglehet6-
sen lasst folyamat. A disszociaciés egyensulyi allandéval szamértékben kb.
egyezd szteroid koncentraciok esetén az egyensully beallasa 6rakig, s6t napokig
is tarthat [5, 6]. Ennek kdvetkeztében a kompeticios kisérletek tényleges ko-
rilményei sok esetben nem teszik lehet6vé az egyensuly elérését, vagy akar
megkozelitését [88]. Az egyes szteroidok RBA-i, s6t a receptor iranti affinitasuk
sorrendje is fiigghet attol, hogy hosszU ideig (esetleg magas hémérsékleten)
vagy rovid ideig inkubaljuk a receptorral és a jelzésre hasznéalt radioaktiv
szteroiddal egyltt [18, 66]. Ezért Raynaud és mtsai [74] azt javasoljak, hogy
szteroidok sz(irg vizsgalatakor minden kérdéses analoég RBA-jat két kilonboz6
maédon, rovid ideig alacsony h6mérsékleten és hosszabb ideig magasabb hémér-
sékleten inkubdalva is allapitsuk meg. A lassan disszocialé analégok RBA-ja az
inkubalasi idével és hémérséklettel n6, a gyorsan disszocialoké pedig csokken.
A rovid inkubalasi id6 utan meghatarozott RBA els6sorban az asszociacios
sebességi allandotél fligg, ezzel szemben a hossz( inkubalasi id6 utdn megha-
tdrozott RBA inkdbb a disszociacios sebességi alland6 értékét tikrozi.

Az asszociaciés és disszociaciés sebességi allandok kdzvetett becslésével
szemben a sebességi allanddk tényleges meghatarozasa ajanlhaté [6, 8].
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Hogyan fliigg a receptor-szteroid komplex stabilitasa
a szteroid szerkezetét6l?

1. Osztradiol szdrmazékok

Csak a fenolos jellegl A gydr(t tartalmazé 6sztradiol szarmazékok kétéd-
nek az &sztrogén receptorhoz. Akar a C-3, akar a C-17 hidroxil metilezése a
kot6dés megszlinéséhez vezet [48, 69, 87]. Nem kdzémbds a hidroxil helyzete
az A gylrln: az 6észtradiol C-2 OH analégjanak affinitdsa az dsztradiolénak
csak mintegy harmada [87].

A D gyl(rl szerkezetének és szubsztituenseinek befolydsa a kévetkez6k-
ben foglalhaté 6ssze. A 17 /S-hidroxil csoportot ketonnal helyettesitve az RBA
kb. 50%-0s csOkkenését tapasztaljuk. Az &ttagd D gydlrd helyett fenolos D
gylrdt tartalmazé szarmazékok, valamint a 16, 17-dihidroxi szarmazékok
affinitasai az alapvegyiletének 20—30%-at teszik ki [87]. Altalaban a 17
/3-analégok affinitdsa a 17 « analégokét jelentdsen meghaladja, de a 16 a, 17
a-dihidroxi szarmazék affinitasa nagyobb az dsztradiolénal és a 16 x-epidszt-
radiolénal is, melyek 17 B szarmazékok.

Az A és Cgylirikon torténé modositasok altaldban az RBA csdkkenésé-

hez vezetnek, kivéve a 7 a-metil szubsztiticiot. igy a C-2 x vagy C-9 hely-
zetli metil és némileg C-17 a metil is csokkenti a k6t6dés er6sségét [48, 74], A
C-18 helyzetld metil hidAnya nem okozott jelentds valtozast, azonban hosszabb
homolégokkal valé helyettesitése a ndvekvd szénatomszammal egyre inkabb
csokkentette a kot6dés erdsségét, igy a 18-butil homolég RBA-ja mar csak
mintegy 10—15% [74], A C-Il B helyre bevitt szubsztituensek (-hidroxi, =
metoxi, = etoxi) egyarant az affinitds drasztikus csokkenését eredményezték
[71]. A kotés er6sségét egyedil a C-17 x-etinil szubsztitdcié ndvelte jelentésen
74].
4] Az dsztradiol szarmazékok altaldaban igen specifikusan csak az 6sztrogén
receptorhoz kétédnek. Kivétel az etinil-6sztradiol, amelynek jelentds a progesz-
tin receptorhoz valé affinitdsa (RBA kb. 15—25%) és a 7 a-metil Osztradiol,
amely szignifikdans androgén kotést mutat [72].

2. Progeszteron szarmazékok

A progesztin receptorhoz valé effektiv kot6dés Iényeges feltétele a 3-keto-
4-en szerkezeti részlet megléte a molekulaban. A kett6skdtés redukcidjakor
akar az 5 «, akar az 5 B izomert tekintjik, az RBA jelent6sen (30% ald) csok-
ken [62]. Hasonlé csokkenést okoz a 3-keto csoport redukcidja is [62].

A C-17 oldallanc szerepe joval kisebb, mint az A gy(r@é, olyannyira,
hogy tesztoszteron szarmazékok is esetenként igen jol (RBA 100% korili vagy
tobb) kotédhetnek a progesztin receptorhoz [66, 74, 89].

A C-17 x szubsztituensek kozil a hidroxi csoport er6sen csdkkenti a
progesztin receptorhoz valo kot6dés er6sségét [89], am a 17 a-alkil, s6t 17-
gy(rls éter, 17-lakton, 17-oxatiolan szarmazékok is a progeszteronéval koril-
belil egyez6, esetenként még nagyobb affinitassal rendelkeznek a progesztin
receptor irant [74].

A 17 a helyzeten kivil a 16 a, 14 a, 11 a, 11 B, 6 x, 6 B helyzetbe bevitt
hidroxil csoport vagy a 20-keton redukci6ja az RBA jelentdsen csdkken,
azonban ezt a hatdst az acilezés megszinteti [62, 89].
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Az a-alkil szarmazékok affinitdsa az alapvegyllethez képest valto-
zatlan vagy fokozott a 17 a-analégok, vagy némileg csokkent a 6 oe, 7«-,
16 a-metil szarmazékok esetében [74].

Kett6skotések bevezetése a kotés erfsségét csdkkentheti, mint a zll,
A6 és Al6 vegyliletek esetében [89], azonban a A9 és /111 anal6gok, valamint
a 19-norprogeszteron affinitdsa a progesztin receptorhoz nagyobb, mint a pro-
geszteroné [71, 74].

F atom bevitele a 6 a vagy a 21 helyzetbe a kot6dés er6sségét lénye-
gében nem befolyasolta, azonban 6 Br szubsztituens mindkét térallasban er6-
sen csdkkentette [89].

E vegyiletek specifitdsa kisebb, mint az észtradiol szarmazékoké. A tdobb
konjugalt kett6skotéssel rendelkezd szarmazékok jelent6sen két6dnek az andro-
gén receptorhoz, a hosszu 17 oldallanccal rendelkez6k és a 17 laktonok pedig
a glukokortikoid és mineralokortikoid receptorhoz is [74].

3. Tesztoszteron szarmazékok

Az androgén receptorhoz vald kot6déshez is tobbnyire 3-keto-4-en szer-
kezet szikséges. Az androsztandiol és androsztendiol szdrmazékok gyenge
kompetitorok [54],

A telitett szdrmazékok kozul az 5 a-dihidrotesztoszteron affinitdsa az
androgén receptorhoz korilbelil azonos a tesztoszteronéval, mig az 5R-
dihidrotesztoszteron gyakorlatilag nem koétédik [54]. A kett6skotés helyzete
nem kdzombds. A A3 analog RBA-ja mintegy 80% -kal alacsonyabb a teszto-
szteronénal. A 17/S-hidroxi csoport jelenléte esszencidlis az androgén recep-
torhoz valo kot6dés szempontjabol, és 17 a-hidroxi csoporttal sem helyette-
sithet6 [54, 71].

A 19-nortesztoszteron szarmazékok szintén jol kot6dnek az androgén
receptorhoz és a progesztin receptorhoz is, akkor is, ha a C-13-as szubsztituens
a metilnél hosszabb alkil csoport volt [74].

A 17-a-metil analégok tovabbra is jol kot6dnek az androgén receptor-
hoz, de a progesztin receptorhoz is, mig a 17 a-etinil analégok a progesztin re-
ceptorhoz jol, az androgén receptorhoz kevéshé jol kot6dnek [74, 86, 89].

A /14,9-dien és /14,9,11-trien affinitasa az androgén receptor irdnt na-
gyobb, mint az alapvegyileté, &m a /14,9,11-trien a progesztin receptorhoz is
jelent6sen koétédik. Ezeknek a telitetlen szarmazékoknak a 17 a-etinil ana-
logjai és 17 a-metil analdgjai a progesztin receptorhoz legalabb olyan jél
kot6dnek, mint az androgén receptorhoz [74].

A tesztoszteron és 19-nortesztoszteron 7a-metil analdégjai az alapvegyi-
letnél nagyobb affinitassal rendelkeznek az androgén receptor irant [54]. Ezzel
szemben a /14,9,11-trien 7 a-metil szarmazékéanak affinitdsa csak a progesz-
tin receptor irant né meg [69].

Metil szubsztituens bevitele 1 a, 2 B vagy 4 helyzetbe, vagy geminalis
dimetil bevitele a 2 szénatomra [74] csOkkentették az androgén receptorhoz
valé kot6dés erfsségét.

A 18-metilt hosszabb alkil ldnccal helyettesitve a glukokortikoid recep-
torhoz is k6t6d6é szarmazékok addédtak. A 11 jS-metoxi és a 11 /?-fenil szér-
mazékok az androgén receptorhoz gyakorlatilag nem kétédtek, de jelentds af-
finitdssal rendelkeztek a progesztin és a glukokortikoid receptor irant.
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A héarom konjugalt kett6skotéssel rendelkez6 tesztoszteron szarmazékok
kevéshé specifikusak, mint a megfelel6 progeszteron szarmazékok. Példaul a
7 a-, 17 a-dimetil-13 /S-etil-17-hidroxigona-4,9,ll-trién-3-on a progesztin-,
az androgén- a mineralokortikoid- és a glukokortikoid- receptorhoz egyaréant
mintegy 100%-o0os RBA-val vagy még jobban kotédik [74],

A 17 /S-OH redukciéja vagy oxidacidja egyarant igen erdsen csdkkenti
az androgén receptor iranti affinitdst anélkil, hogy jelent6sen megvaltoztatna
a szteroid vaz térszerkezetét. Valoszind, hogy a 17 /5-hidroxil csoport hidro-
gén kotésben vesz részt, mégpedig Ugy, hogy oxigénje proton akceptorként
szerepel [86].

C-17 deoxipregnan oldallanccal rendelkez6 szteroidok is képesek az and-
rogén receptorhoz kotédni [66].

Ez a tény a 17 a-etinil szarmazékokrol irottakkal egyltt azt jelenti,
hogy az androgén receptor szteroid k6t6 felszinén van hely viszonylag nagy
térkitdltésl csoportok elhelyezésére a 17-C atom kozelében. Masfel6l arra utal,
hogy a progeszteron szarmazékok esetében a 20-keton oxigénjének n palyaja
lehet a hidrogén kdtés akceptor eleme.

4. Mineralokortikoid szarmazékok

Az aldoszteronéhoz hasonlé vagy nagyobb affinitdssal a mineralokorti-
koid receptor irant csak a 9a-fluorokortizol és a 9 a-fluoroprednizolon ren-
delkezik [37, 74].

A dezoxikortikoszteron 50%-nal nagyobb RBA-val jellemezhet§, ame-
lyet némileg csokkent a 21-OH acetilalasa vagy A6 kett6skotés bevezetése [37].

A 18-hidroxikortikoszteron és a 18-hidroxidezoxikortikoszteron igen Kkis
affinitassal kot6dnek a receptorhoz [35].

A 17 a-hidroxil bevitele a dezoxikortikoszteron molekuldba szintén
csokkenti a receptor iranti affinitast, amit 11 /3-hidroxil bevitele tovabb
gyengit [99].

Genard és Palem-Vliiers [37] szerint a receptorhoz vald kdét6dés sza-
badentalpia csokkenését els6sorban a kovetkez6 polaros csoportok jelenléte
hatdrozza meg: a 21-hidroxil, a 20-karbonil és az aldoszteronban hemiacetal
formaban jelenlevd 18-hidroxil és a 9 a-fluor. Megjegyzendd, hogy az elsdsor-
ban hemiketal forméaban el6fordulé 18-hidroxi szarmazékok, pl. 18-hidroxi-
dezoxikortikoszteron affinitdsa a receptor irant csekély.

Azonban e csoportok mindegyike dnmagaban viszonylag kis hatasd,
jelenlétik nem elengedhetetlen a kot6déshez. igy a 9 a-fluoro-11 /3-hidroxi
progeszteron, bar sem 21-hidroxi, sem 18-OH csoportja nincsen, jelentés mine-
ralokortikoid aktivitassal rendelkezik [35].

A 9 a-fluor atom jelenléte a molekula konforméaci6jat kevésbé befo-
lyasolja [99], a C—H és C—F kotések kézotti dipdl—dipél kdlcsénhatas azon-
ban a C-—C7 C12 és C14 atomok és a-axialis hidrogénjeik kozotti kdtést befo-
lyasolja. A mineralokortikoid receptorhoz valé kété6dés specificitasat viszont
éppen a C5 C12 és Cl14 atomok és a hozzajuk kapcsolédd a-axidlis hidrogén
atomok hatadrozzak meg. A koélcsonhatds természete: Van der Waals erfk.

A szteroid molekula R oldala és az A gyl(r({ szubsztituensei és konfor-
macidja valdszinlleg alarendelt jelent6ségiiek [37].

156



5. Glukokortikoid analégok

A glukokortikoid receptorhoz valo kot6dés mértékét sok esetben jelentd-
sen befolyasolja a vizsgalt szteroid metabolikus atalakulasa a tesztrendszerben.
Példaul a dezoxikortikoszteron vagy az aldoszteron latszdlag igen alacsony
affinitdsat a maj citoszol glukokortikoid receptora irant, masfel6l a kortizon
jelentds latszélagos RBA-jat metabolikus lebontas, illetve aktivalas (hidrokor-
tizonna alakitds) eredményezheti [34]. Megjegyezziik, hogy a metabolizmus
sebességét a hidrokortizon molekulanak csaknem tetsz8leges szubsztitualasa
csokkenti, sét a szubsztituensek stabilizal6 hatdsa mintegy 6sszegezddik [34],

A 9-a-fluor csoport noveli a glukokortikoid receptor iranti affinitast. A
16 oc-metil csoport nem befolyasolja, a 21-es hidroxil acetilezése csdkkenti, a
Al kett6skdtés bevezetése noveli a kot6dés erdsségét. A C-16 szubsztituens
orientacidja nem lényeges a két6dés szempontjabol, azonban polaros szubszti-
tuens esetén a kot6dés gyengébb, mint apolaros szubsztituens esetében [74].

A 9 a-fluor szarmazékok kdzil azok a 16 a-metil analégok, melyek 17 a-
hidroxil csoportot nem tartalmaznak, jol kdét6dtek a progesztin receptorhoz is.
A 6a, 9 a-dihalogénezett szarmazékok kot6dése a progesztin receptorhoz még
kifejezettebb.

A hidroxil szubsztituensek szerepérél megallapithaté, hogy a 17 a-hid-
roxil csoport jelenléte csdkkenti, a 21-hidroxilé néveli a glukokortikoid recep-
torhoz valé kot6dés erésségét.

A 11 /S-OH csoport jelenléte a pregnan sorozat szteroidjainak affinita-
sat noveli, &m az androsztan szarmazékok affinitasat csokkenti.

A 11 a vagy 20 a-hidroxilt tartalmazé szarmazékok gyakorlatilag nem
kot6dnek a receptorhoz [77, 104].

A glukokortikoid hormon -receptor kdlcsdnhatds egyensilyi és sebességi
allanddinak hémérséklet fiiggésébdl w o1 ff és mtsai [103] arra kovetkeztettek,
hogy a komplexet els6sorban hidroféb kdlcsénhatasok stabilizaljak, s ugyan-
csak hidrofob kdlcsénhatasok kdvetkeztében alakul ki a komplex képzd&désére
vezetd atmeneti allapot. Hidrogén kotések kialakulasanak a jelent6sége cse-
kély vagy semmi.

22 szteroid vizsgalata alapjan az egyes szubsztituensek kézelit6 szabad-
entalpia jarulékat is kiszamitottak. A fehérjék hidroféb kdlcsonhatasban részt
vevd felszinének nagysaga és a kdlcsdnhatas er6ssége kozotti 6sszefliggés alap-
jan [21, 46] kiszamithat6 volt, hogy a glukokortikoid hormon -receptor komp-
lex észlelt nagy stabilitdsa feltételezi, hogy a receptor mintegy beburkolja a
szteroid molekulat, annak mindkét oldalaval kdlcsénhatasba lépve.

Végil Worff és mtsai [103] multilinedaris regresszids analizist végeztek a
disszociacio allando logaritmusa (Iényegében a folyamat standard szabadental-
pia valtozasa) és a szteroid szerkezet néhany jellemzéje kozotti &sszefiiggés
megvilagitasara. A kdvetkezd valtozéknak van Iényeges hatésa:

— A szarmazék felszine, melyet a progeszteron véazon levé valamennyi
szubsztituens felszineinek dsszegezésével kaptak, jeldlése SA (cal/A2).

m— A szteroid polaros csoportjainak a receptorral valé kdlcsdnhatasat jel-
lemz6 valtozo, P (cal). Ertékét ligy kaptak, hogy a C-Il és C-21 helyze-
tekben levé hidroxil csoportok -j-1, a C-17 és C-16 helyzetekben levd
hidroxil csoportok —1, és a 11-keto csoport —2 szamot kap. Ezeket
aszerint 0sszegezték, hogy mely szubsztituens volt ténylegesen jelen a
molekuldban.
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— Az A gylrl konformaciojat jellemz6 valtozé. Ez a €-3 és C-17 atomok
A-ben mért tavolsaga, T (cal/A).

— A 9 a-helyzetli szubsztituens méretét jellemz& paraméter. Nagymeéreti
csoport jelenléte ebben a helyzetben a kdt6dést meggatolja. Ez a valtozé
-X (cal/A) -0, ha a 9 @szubsztituensnek a pregnan véaztél mért radialis
tavolsaga kisebb, mint a 9 a-Cl-é. Ha adott szubsztituens esetében ez a
tdvolsag nagyobb, mint a kldrra vonatkozd érték, akkor X értékeként a
két tdvolsadg kildonbségét vették.

A multilinearis regresszidval kapott fliggvény a kdvetkezd:
AGassdc(cal) = -27 SA—734P + 1865 T + 7585 X -8143

29 szteroidra végzett statisztikai analizis a regressziés egyenletet igen jonak
mutatta (a tobbszdrds korrelaciés egyitthatéo 0,97).

6. A szteroidok receptor specificitasa

A A4,9 és kilondsen a A4,9,11 konjugalt kettéskotést tartalmazdé 3-oxo
szteroid szarmazékok, amelyek 17 /3-hidroxi, 17 /S-lakton vagy 17 /S-oxatiolan
funkcidt tartalmaznak, jelentds affinitdssal kot6dnek tobb kilonbdz6 szteroid
hormon osztaly (progesztin, androgén, mineralo- és glukokorti-koid) recepto-
raihoz is [27]. Tgy pl. a C-13 alkil nortesztoszteron szarmazékok elsdsorban
az androgén receptorhoz koétédnek, mig a A4,9,11 analdgjaiknak a progesztin
receptor iranti RBA-ja is 40—90%.

A 17 a-metil nortesztoszteron erdsen kdt6dik a progesztin és az androgén
receptorhoz; A4,9,11 analégjanak a mineralokortikoid és glukokortikoid re-
ceptorokhoz is jelentds affinitdsa van.

A C-17 lakton vagy spiro-oxatiolan funkcioét tartalmazé szarmazékok
igen jol és meglehetésen specifikusan a progesztin receptorhoz kapcsolédnak,
am a A4,9,11 konjugalt kett6skdtés rendszer bevezetése e vegyiletcsalad kotési
specifitasat is csokkenti. Jelentds affinitast észleltek az androgén, mineralo-
kortikoid és glukokortikoid receptorok irant is e vegyiletek esetében.

Delettré és mtsai [27] szerint a szintetikus hormonanalégok a kdvet-
kez6 feltételek mellett képesek a receptorhoz valé kotédésre:

— A molekula két végén (a C-3 és C-17 atomok kdrnyezetében) polaros cso-
porttal kell rendelkezniiik, hogy H-hidat alakithassanak Kki.

— Nem lehet nagy térkitoltésl szubsztituens a C-3 atom kozelében. PI. a
metiltrienolon 2-gem-dimetil szdrmazékanak a progesztin és az androgén
receptorhoz val6 affinitdsa az alapvegyileténél lényegesen kisebb, mig
a 6-gem-dimetilszarmazék mindkét receptorral szemben jelentés affinitast
mutat.

— Elegendd szaml Van der Waals kdlcsdénhatast kell 1étesiteniiuk, fokoz-
hatja a receptorok iranti affinitast a 17-a-alkil ldnc vagy a A9,Il kett6s-
kotések és a 7 a-metil szubsztituens.

— Megfelel6 molekulakonformaciot kell felvenniik, ami valészinlleg min-
den receptorfehérje esetén mas és mas.

A A4,9,11 triének molekuldi jelent6sen flexibilisebbek, mint a megfe-
lel6 dieneké és monoéneké. E szteroidok kis (1—2 kcal/mol) energia befektetés-
sel egymastél viszonylag tavoli konformacios allapotokba viheté6k, amely alla-
potok kiilénbdz6 természetes 3-keto-4-en szteroidok legstabilabb konforma-
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cioinak felelnek meg. Valészinlileg ez a tény magyarazza, hogy a A4,9,11
szteroidok hatékonyan szoritjak le a kiilénb6z6 hormonosztalyok receptorai-
hoz ko6t6d6 jelz6 szteroidokat.

A C-Il helyzetben szubsztitualt szteroidok szerkezete is igen flexibilis
[19]. Azonban az altalaban alkalmazott hidroxil vagy metoxi szubsztituensek
szterikus és polaris hatasaik kovetkeztében a receptorokhoz valé kot6dést je-
lentésen csokkentik [66], mig a kett6skdtések szamanak ndvelése csak a kon-
formaciot és esetleg az elektroneloszlast befolyasolja.

Az a tény, hogy 3-keto-4-en szteroidok tébb hormonosztaly receptora-
hoz is képesek kétddni, tébbek kézdtt arra hivja fel afigyelmet, hogy e receptor-
fehérjék egymashoz igen hasonlé sajatsagl molekuldk. A hormonosztalyok
kozotti kilénbség els6dleges okat nem is a receptor és a hormon kozotti kap-
csolodasi pontok kilonbségében kell keresniink, hanem inkdbb azokban a
konformaciévaltozasokban, amelyek ahhoz sziikségesek, hogy a kérdéses kdor-
nyezetben a komplex egyaltalan kialakulhasson.

7. Nem szteroid vazi molekulak

Ha a receptorral valéd kdélcsénhatasban szereplé csoportok egy molekula-
ban jelen vannak, tovabba sztérikusan is megfelel6en helyezkednek el, akkor
areceptorral valo kdlcsénhatas is bekdvetkezik, fiuggetlenil attél, hogy a mole-
kula tartalmaz-e szteroid vazat vagy sem.

igy kimutattdk, hogy bizonyos nem szteroid vazu 6sztrogének, (pl. dietil-
stilbdsztrol és hexdsztrol) [45], antiosztrogének (pl. tamoxifen és nafoxidin)
[93], tovabba a CI-628 (a-[4-pirrolidino-etoxi]-fenil-4-metoxi-a-nitrostilbén)
[51] és egyéb trifenil-etilén szarmazékok [52] kot6dnek az Osztrogén recep-
torhoz.

Nem szteroid struktdraval rendelkezd antiandrogének: hidroxiflutamid
és RU 23908 (5,5-dimetil-3-[4-nitro-3-/trifluorometil/-fenil]-2,4-imidazolidin-
dion) nem elhanyagolhaté affinitassal kot6édnek a tesztoszteron, illetve a dihid-
rotesztoszteron receptorhoz [72, 74]. Bizonyos nem szteroid vazu gyulladas-
gatlo anyagok, pl. aszpirin, fenilbutazon és indometacin [32], vagy a dezacil-
kortivazol [41] pedig a glukokortikoid receptorhoz kot6dnek.

A kotéserdsség és a hiologiai hatas kozotti 6sszefliggés
1. Vizsgalati rendszerek

Raynaud és munkatarsai [74] ugy vélekednek, hogy ha a tradicionalis
aktivitasi tesztek és a receptorhoz val6 affinitdas kdzott sikeril korrelaciot
megallapitani, akkor varhat6, hogy — a farmakokinetikai tényez6k tekintetbhe
vételével — a receptorkdtési tesztek a régi vizsgalati médszereket teljesen ki
fogjak szoritani a gyakorlatbdl. Sajnos, viszonylag kevés olyan tesztrendszer all
rendelkezésre, amely a biol6giai hatékonysag és a receptorkotés kozti 6sszeflig-
gés kideritését szteroid hormonok esetében kdnnyen megallapithatéva tenné.

A glukokortikoidokat, mint a tirozin aminotranszferaz enzim indukalé-
szereit, HTC sejtekben viszonylag részletesen vizsgaltak [13, 76, 77]. A gluko-
kortikoid receptorhoz valé kot6dés és az egér emlétumor virus-indukcio [97]
az uridin inkorporacié gatlas [26] és az ACTH termelés gatlasa [98] kozott
is taldltak korrelaciot.



A tdbbi szteroid hormon esetében a tradicionalis modszereket alkalmaz-
tdk a potencialis drogok szlrdévizsgalataiban. Ez &sztrogéneknél az uterotrép
hatds meghatarozasat [79], progesztineknél az endometrium proliferaciéjanak
mérését [24], androgéneknél a prosztata trophikus valaszanak meghatarozasat
[43], mineralokortikoidoknal a Na+ retenci6o mértékének meghatarozasat [60]
jelenti.

Némi korrelaciot valéban megallapitottak az 6sztrogének [87], a progesz-
tinek [81] és az androgének [54] esetében is.

Nyilvanval6, hogy nem varhatunk jo korrelaciét azoknal a szarmazé-
koknal, amelyek hatékonysagat az eloszlas és felszivédas vagy a metabolikus
atalakitds dént6éen meghatarozza.

A varhaté korrelaci6 mértéke er6sen fiigg attél is, hogy a receptorhoz
valé affinitast milyen inkubdlasi kérilmények kozoétt allapitottuk meg. Altala-
ban a lassan disszocial6 szteroidoktdl varhatd, hogy stabil komplexet képeznek
a receptorral, és tartés valaszt valthatnak ki, j6 agonistaként viselkednek.

Ennek megfelelen azt talaltak glukokortikoidoknal, hogy a relativ biold-
giai aktivitasok inkabb a 37 °C-on, mint a 0 °C-on meghatarozott relativ affi-
nitasokkal korreldlnak [47]. Hasonléan csak a hossz( inkubdalasi id6 utan
meghatarozott RBA tiikrézi egy adott szteroid androgén aktivitasat [105].

Hasonl6 eredmények addédtak Osztrogének esetében is [18]. Azonban az
inkubalasi korilményekt6l fliggetlendl is allithatjuk, hogy a szteroid moleku-
lanak azok a moédositasai, melyek a receptorhoz valé affinitasat novelik, a
hormonalis aktivitasat is fokozzak. igy példaul az 6sztrogéneknél a 17 a-
etinil csoport; progesztineknél a 19 metil csoport hianya, Z14,9-kett6skdtések
bevitele, 17 a-metil vagy oxatiolan csoport jelenléte; androgéneknél a 17
a-metil csoport jelenléte az aktivitast és az RBA-t is noveli [74]. Ezért a
receptorhoz val6é affinitds meghatarozasa valéban hasznalhaté igen aktiv
szteroid hormonok keresésére mint szlrési mddszer.

2. Agonistak és antagonistak

A receptorhoz kapcsol6dd szteroidok kozil nem mindegyik képes a hor-
monhatéas kivaltasara. Az 6t hormonosztalynak megfelel6en léteznek szarma-
zékok, melyek antidsztrogén, anti-androgén, anti-progesztin, anti-mineralokor-
tikoid és anti-glukokortikoid hatast anyagok, szteroid és nem szteroid szar-
mazékok egyarant, amelyek a hormonhatas kifejez6dését — a megfeleld
agonista adasa esetén — kisebb-nagyobb mértékben akadalyozzak.

Az anti-0sztrogének gatoljak az uterus ndvekedését [49, 93] és az &sztro-
gének egyéb hatasait is [56, 106].

Az antiandrogén ciproteron acetadt, flutamid és a 17 /S-hidroxi-2,2,17-
trimetil-6sztra-4,9,ll-trién-3-on és néhany egyéb szarmazék a tesztoszteron
propionat altal indukalt prosztata sulynévekedést és mitotikus aktivitas foko-
z6dast gatolja a receptorral valé kdlcsénhatas révén [73, 74].

Kevés anti-progesztin aktivitasd vegyiletr6l tudunk. A gesztrinon
(13-etil-17 /?-hidroxi-18,19-dinorpregna-4,9,ll-trién-20-in-3-on) néhany vizs-
galati rendszerben mutatott antiprogesztin aktivitast, azonban ennek értéke-
lése némileg kétséges a gesztrinon sajat viszonylag nagy progesztomimetikus
aktivitdsa miatt [75].

A spironolakton, aktiv metabolitja a kanrenon és a 6-dehidrodezoxikorti-
koszteron acetat csokkentik az aldoszteron altal indukalt Na +-retenciot [37, 74],
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Antiglukokortikoid hatast szteroidok a tirozin aminotranszferdz induk-
ci6jat gatlo analégok, pl. a progeszteron, 16 a-metil-progeszteron, a kortexo-
lon, a tesztoszteron stb. [76, 77, 81]. A progeszteron és a kortexolon antigluko-
kortikoid aktivitasat mas tesztrendszerekben is sikerilt kimutatni [64, 96].

Egyes szteroid szarmazékok tobbféle antihormon hatast is kifejthetnek.
fgy a progesztinek kéziill tdbb vegyiilet rendelkezik antiésztrogén és antigluko-
kortikoid, esetleg antiandrogén hatassal is, mig néhany anti-mineralokortikoid
hatadst analég antiandrogén hatast is mutat [75].

Bar altalanossagban az agonistdk nagyobb affinitdssal rendelkeznek a
receptor irant, mint az antagonistak, mégsem lehet szoros korrelaciét megalla-
pitani az egyensulyi allandok értéke és a hormon vagy antihormon viselkedés
kozott [14, 77]. Ezzel szemben elég altalanosan igaznak tlinik az a megallapitas,
hogy a hormon-antagonistdk azon vegyllletek kozil keriilnek ki, amelyek a
receptorral a hormonhoz képest gyorsan disszociald6 komplexet képeznek, és
igy a receptort effektive elvonjak a hormon el6l, am nem képesek kivaltani
a receptornak a sejtmagba vald transzlokaciojat a komplex idd el6tti disszo-
ciacidja miatt [14, 75].

Megjegyezendd, hogy az antihormonok hatdsmechanizmusa még nem
tekinthetd tisztdzottnak. Az antiglukokortikoid hatds magyardzatara szamos
egyéb modell is sziletett [14, 81]. Masfel6l a progesztinek antidsztrogén hatasa
valészinlileg nem az 0Osztrogén receptorral valé kdlcsonhatdson, hanem az
Osztrogén receptor szint regulacid6jan keresztil valdsul meg [74].

A szteroidok térszerkezete

Az utdébbi idében egyre nagyobb szamban valtak ismertté kilénbodzd
szteroidok kristalyszerkezetére [28] és oldatbeli konformacidjukra vonatkozé
adatok [36]. Ezek az adatok elvi lehet6séget nyUjtanak arra, hogy a szteroidok
konformacidja és biologiai aktivitasa kozotti kapcsolatot vizsgalni lehessen.
Ezért az aladbbiakban roviden d&sszefoglaljuk, hogy miként befolyasoljak a
szteroid molekula térszerkezetét az egyes szubsztituensek.

Az atomok koordinatadinak meghatarozasara a rontgen és NMR vizsgala-
tokon kivil még egyéb lehet6ségek is vannak. Nevezetesen a kdtéstavolsagok
és kotésszogek értékén alapuld elméleti szamitasok [3], valamint a molekula
energia minimalizalasan alapulé optimalizaciés mddszer [84], E két elméleti
maddszer kozil az els6 olyan méretl és olyan ,feszilt” molekuldkra, mint a
szteroidok, nem alkalmazhaté megfelel6 pontossaggal [3].

A masodik modszer, bar csak a relativ energidk szamolasara alkalmas,
azonban ezekre és a molekula konformacidéjara nézve igen meghizhaté eredmé-
nyeket ad. Bizonyos elénydket még a rontgen krisztallografiahoz képest is
rejt ez a modszer: egyrészt nem igényli a rontgen krisztallografia technikailag
sokszor nehezen meghatarozhaté adatait; s6t olyan molekuldk esetében is hasz-
nalhaté, melyeket még meg sem szintetizaltak, de pl. biolégiai szempontbdl
érdekesek lehetnek; masrészt a kristalyracs kiils6 er6hatasokat jelent a mole-
kula szamara, melynek kovetkeztében oldatbeli szerkezete a kristalyracsban
felvett szerkezett§l kilonbdzhet; végil az optimalizaciés maddszer lehetévé
teszi a molekulaszerkezet dinamikus valtozasainak és ezek energiaigényének
tanulmanyozasat is, amire a réntgenszerkezet vizsgalatok jellegiknél fogva —
nem alkalmasak [102],
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llyen jellegli szamitasokat a WESTHEIMER-egyenletcn alapulé GEMO-
program felhasznalasaval egy sor szteroid esetében végeztek [27, 78].

Azokban az esetekben, amikor dsszehasonlitast lehetett tenni, a rontgen
krisztallografiai és a geometria optimalizacidval szamitott molekula alakok
altalaban jol egyeztek egymassal.

A 3-keto-4-en szteroidokra nézve a kovetkezd megallapitasok teheték
[78, 85].

Az A gylrl szerkezete altalaban az 1 a-szofa ésaz 1 a, 2 félszék struk-
tirak kozé esik. EI6bbit a C2, C3, C4, C5 és CIO atomok koplanaris helyzete
jellemzi, a Cl atom a sik alatt, az alfa oldalon van. Utdbbi szerkezetben a C3,
C4, C5 és CIO atomok koplanarisak, a Cl atom a sik alatt, a C2 a sik felett he-
lyezkedik el (13. abra) [29].

B) C)

13. dbra.A progeszteron térszerkezete (A); az A gy(r( félszék szerkezete (B); az A gy(ri
szofa szerkezete (C)

Fig. 13. Overall shape of the progesterone skeleton (A); half-chair structure of ring A (B); sofa
structure of ring A (C)

Az A gylrid helyzete széles hatarok koézott valtozhat egy adott szteroid
esetében is viszonylag kis energia felvételével. igy a tesztoszteron esetében a
Cl—C2—C3—C4 torzids szdg 22° és 53° kozott valtozhat anélkil, hogy a mole-
kula energidja 1 kcal/mol értéknél tébbel valtozna meg [20].

A B és Cgylirik egymashoz hasonléan szék konforméacidjuak. A B gydri
kissé laposabb a Cgyd(rinél. A progeszteron D gy(r(jének konformacidja 13 ¢,
14 a-félszék.

A pregnan oldallanc helyzete er8sen fiigg attdl, hogy a szteroid tartal-
maz-e 17-hidroxil szubsztituenst, vagy sem. A 17-H szarmazékokban a C—
13—C17—C20—020 torziés szog értéke kb. 80°, a 17—OH szarmazékokban
pedig kb. 100°, a geometria optimalizalasi szamitdsok szerint. Ezek az eredmé-
nyek ardntgenkrisztallografiai adatokkal ellentétben vannak, ami a kristalyban
fellép6 intermolekularis H-hid kotések perturbalé hatdsanak lehet a kdvetkez-
ménye.

A szteroid molekula gorbiltsége, amely az A és B—C, B—C és D, vala-
mint az A és D gylrik sikjanak szégével mérhetd, ezenkivil a szteroid mole-
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kula felszine és térfogata (ezen belill az old6szer, azaz a viz szamara hozzafér-
heté térfogata) lehet els6sorban fontos a receptorhoz valéd kapcsoldédas szem-
pontjabdél. A geometria optimalizalas modszerével ezeket az adatokat is meg
lehet kapni, és természetesen azt is, hogy a kiilénb6z6 szubsztituensek hogyan
befolyasoljak ezeket a paramétereket.

A kovetkez6 szubsztiticiok voltak hatdstalanok a molekula geometria
egyes Osszetev@i paramétereire. A 16 és 17 helyen levf szubsztituensek az A
gylrd konformaciojat nem befolyasoltdk. A 11-hidroxil epimerizacidja sem az
A, sem a D gylrik konforméacidjat nem valtoztatta meg. Végil a pregnéan
oldallanc rotaci6ja nem jart a szteroid vaz optimalis geometridjanak moédosu-
lasaval. Egyetlen vizsgdit szubsztituens sem valtoztatta meg szignifikansan a
B és Cgylirik konformaciojat.

A Al kett6skdtés kdvetkeztében az A gy(rl koplanaridassa valik. Ugyan-
akkor az A gyl(riinek az a oldal felé hajlasa jelent6sen megnd.

A A6 kett6skdtés az A/B—C sikok szdgét csokkentette, a B—C/D szoget
novelte Ugy, hogy végeredményben a szteroid vaz gorbiltsége valamelyest
csokkent.

A Al kett6skdtés hatdsdra B—C/D szdog ndvekedett. Ezenkiviil a mole-
kula térfogata csdokkent, méghozza nagyobb mértékben, mint a Al vagy A6
szarmazékok esetében.

A tobb konjugalt kett6skotést tartalmazo molekulak esetén a molekula-
szerkezet megnovekedett flexibilitasa figyelhet6 meg. Ez azt jelenti, hogy a
legstabilisabb konformacié kérnyékén a konformacid-energia gorbe igen lapos
minimumot mutat. Els6sorban a szteroid vaz gérbilete valtozhat szamotte-
vBen, a Z14,9,1l triének kevéssé és er6sen gorbilt konforméacioi k6zotti atmenet
2 kcal/mol-nal kevesebb energiat igényel. Ez magyarazhatja, hogy e triének jol
kotédnek tobb kilonb6z6 szteroid hormonosztaly receptoraihoz is [75],

Metil szubsztituensek

A 6 a-metil csoport hatasara az A/B—C szdég némileg novekedett.
Ugyancsak befolyasolta a szubsztituens a 17-es oldallancnak a D gyl(irihoz
viszonyitott helyzetét.

A 16 a-metil szubsztituens csokkentette a 17,21-dihidroxi analdégok ese-
tén a pregnan oldallanc rotaciés energiagatjat. Azonban a 21-deoxiszteroidok
esetében fliggetlendl attél, hogy 17-es helyzetben van-e hidroxil csoport,
a rotacios energiagatat nem csdkkentette, hanem ellenkezéleg, névelte. Ennek
kovetkeztében a 16 a-metil analégok glukokortikoid hatékonysadga 21-hidroxil
an szubsztituenst is tartalmazé vegyiletek esetében megndvekedett, a 21-deox-
alégok esetében csokkent mértéki volt.

A 16 /3-metil 21-hidroxil analdégok esetén az oldallanc rotacios energia-
gatja szintén jelent6sen lecsdokkent, de nem emelkedett a 21-deoxiszteroidok-
nal sem.

A 16 a-metil csoport 16 B helyzetbe t6rténdé epimerizacidoja a D gy(rl kon-
formaciojat a 13 R, 14 a félszék forma felé tolta el.

Végil megjegyzendd, hogy a metil szubsztituens a molekula térfogatat
16 B helyzetben 12 A3mai, 16 a helyzetben 15A3-mal és 6-0s helyzetben 18 A3-
mal novelte.
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Hidroxil szubsztituensek

A 11 oc-hidroxil szubsztiticiénak a molekulaalakra alig volt hatéasa.

A 11 /S-hidroxil hatasara a szteroid vaz gorbilete jelent§sen ndvekedett:
mind az AfB-—C, mind a B—C/D szdg megnétt. Az oldallanc helyzete csak
kissé modosult.

A 17-/3 szuhsztituens jelent6sen ndvelte a C13—C17—C20—020 torziés
szoget 80°-r61 kb. 100°-ra. A D gy(ri konformacidja a 13 /S-boriték alak
felé tolddott el, és az a oldal felé torténd lehajlasa er6sen csokkent, ennek ered-
ményeképpen a molekula teljes gorbiilete is mérséklédott. Viszonylag nagy
volt a I'l /S-hidroxil szubsztituens térfogatndvel6 hatasa is.

A 21-hidroxil szubsztituens hatasat az oldallanc rotaci6jara a 16 metil
szubsztituenseknél targyaltuk. Ezen tilmendéleg a 21-hidroxil hatadsara valto-
zott a 16 B metil csoportnak a D gy(rihdz viszonyitott helyzete. A D gy(ri
konformacidja a 13 /8-boriték forma felé tolodott el.

A szteroid felszine 14 A2tel né a 21 hidroxil szubsztituens hatéasara, mig
a 11 hidroxil csak 6 A2tel novelte a felszint.

A receptor iranti affinitast eddig még csak kivételes esetekben sikerilt
térszerkezeti alapon megmagyarazni (lasd a molekula flexibilitasarol szo6l6 ré-
szeket). Varhaté azonban, hogy a térszerkezetre vonatkozd ismereteink bévi-
lIésével tovabbi lényeges korrelacidkat ismeriink fel a jov6ben.

Kovetkeztetések

A kuldonbdz6 szteroidok biolégiai hatdsait egyes atomcsoportok jelen-
léte, azok egymastél valé tavolsaga, azaz szubmolekularis adatok, tovabba a
szteroid egészének flexibilitasa alapjan értelmezhetjik. Ez az értelmezés felté-
telezi, hogy a receptor fehérjével valé kdlcsonhatas jellege az, ami a hormon-
hatast egy adott célszdvetben végs6é soron meghatarozza. A rendelkezésre allg
adatok és modszerek kijeldolik 0j szteroid alapl hatdéanyagok, potencialis
gyogyszerek tervezésének iranyvonalait ennek az elvnek megfeleléen. A szte-
roidok térszerkezetére és receptoraik iranti affinitdsukra vonatkozé adatok fel-
hasznaldsaval hipotéziseket allithatunk fel a hormon-receptor kapcsolat ter-
mészetére nézve. A hormon receptor komplexet dsszetartdé er6k pontos meg-
ismerésének elméleti jelent6sége van. A szteroid hormonok hatdsmechanizmu-
sat érthetjik meg altala az eddigieknél még részletesebben és a val6sagot még
jobban megkdzelité modon.

Osszefoglalas

Ot osztalyba tartoz6 szteroid-hormon anal6gok: 6sztrogének, progeszti-
nek, androgének, mineralokortikoidok és glukokortikoidok — bioldgiai hata-
sait tekintjik at szerkezetliik fliggvényében. Egyes atomcsoportok jelenléte a
molekulaban meghatarozza, hogy az adott analég milyen affinitdssal kot6dik
a receptor fehérjéhez, bar ezt egyéb, a molekula egészére vonatkozo6 jellemzdk
is befolyasoljak.

A receptorhoz valé affinitds pontos indikaciét ad arra, hogy a molekula
milyen biolégiai hatékonysaggal rendelkezhet, noha az in vivo effektusokat
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jelent6sen modosithatjak a felszivodas, plazma disztriblGcid, metabolikus akti-
valédas és inaktivalédas folyamatai. A szerkezet és hatas osszefiiggéseinek
megismerése — elméleti értékén tul — 0Gj, hatékony analdégok tervezését, cél-
zott eldallitasat teheti lehetévé a jovbben.
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RELATION OF STEROID STRUCTURE TO HORMONE EFFECTS

Aranyi, P.
2nd Institute of Biochemistry, Semmelweis University Medical School, Budapest, Hungary

Biological responses to steroids belonging to five hormone classes, those of estrogens,
progestins, androgens, mineralocorticoids and glucocorticoids are reviewed with specific atten-
tion to the structure dependence.

Presence of certain groups in the molecule determines the affinity of the analogue for
the receptor protein, albeit other features of the molecule as a whole also modulate binding.

Affinity of an analogue indicates the possible biological efficacy of the molecule. How-
ever, in vivo effects may be strongly influenced by uptake, plasma distribution, metabolic acti-
vation and inactivation.

Understanding of the structure activity relationships in the family of steroids has a
considerable theoretical value and, besides, it may allow us to design and manufacture new
potent analogues in the future.
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D-optimalis, izninformaci6s gorbék

Bevezetés

A Kkisérleti vizsgalat pl. a gorbe vonalakkal leirhatd, Un. regresszids
mérés esetén, és az azt kovet6 adatelemzés soranis, rendszerint a lehetd leg-
tobb informaciot kivanjuk megszerezniavizsgalt jelenségrél. igy a Michaelis
MENTEN-féle kotéskinetikaban altaldban a MiCHAELIiS-allandénak (a KM-nek) a
minimalis hibaval térténé meghatarozasara torekszink, a radioimmun vizs-
galatokban pedig a kalibraciés gérbét kivanjuk a leheté legpontosabban meg-
adni. A kisérlet, ill. a mért adatokbol szamolt mennyiségek hibajanak csékken-
tésére kézenfekvé és hatékony eljaras a mérési pontossag és/vagy a mért pon-
tok szdmanak ndvelése.

Az informéaciéndvelés harmadik és eddig kevéshé vizsgalt lehet6sége a
mérési pontok optimalis kivalasztasa az adott cél érdekében. Belathatd, hogy
egy egyenes meredekségének meghatarozottsaga nemcsak a mérés pontossaga-
tol, a pontok szamatol, hanem a pontok elhelyezkedésétél is fligg. Amennyiben
a pontok nagy része a mérési tartomany kdzepén van, s csak egy-kettd a szélén,
Ggy a meredekség hibaja nagyobb, mint forditva. Természetesen az utobbi
lehet6ség rendszerint kevéshé latvanyos és kevéshé hatékony meghatarozott-
sagot eredményez, mint pl. a mérési hiba jelentés csokkentése. Viszont a pon-
tok optimalis elosztasdhoz els6sorban az egyre olcs6bba valé szamolasi kapaci-
tds szikséges, mikozben a legtobb vizsgalat soran akar a pontokj szaméanak
novelése, akar a mérési hiba csdkkentése fokozott koltségndvekedést jelent.

Jelen munkank célja a regresszids kisérlettervezés matematikai maédsze-
rének bemutatadsan tilmenden néhany eredmény és azok alkalmazhatésaga-
nak ismertetése. A matematikai igény( flggelékben fogalmak definialasa,
bizonyitds és szamolasi eljaras taldlhaté a modszerek tovabbi alkalmazhato-
saganak megkonnyitésére. Arra torekedtiink viszont, hogy a fliggelék nélkil
is érthet6 legyen a munka.

A kisérlettervezés matematikai megfogalmazasa, kritériumai
A gorbe vonalakkal leirhatdo mérési eredmények analizise soran rendsze-
rint a gorbék, ill. a bioldgiai jelenség (a modell) paraméterei érdekelnek, ezek

értékébdl kivanunk kovetkeztetést levonni. A paraméterek meghatarozasara,
becslésére felhasznalhaté a maximum likelihood mddszer, ami a gyakorlati
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esetek kozel 100%-aban a stlyozott legkisebb négyzetek modszeréhez vezet
[1, 3]. E modszerek segitségével szamolhatdo a paraméterek és a mérési fliigg-
vény hibaja is.

Az y = mx -j- begyenes — azaz linearis regresszi6 — esetén ismeretes,
hogy az m meredekség értékét és hibajat — allando, x-tol fiiggetlen mérési
hiba esetén — a kdvetkezd Osszefiiggések adjak:

Z Xji- Z XiZyilN
t(i)

, (2)
24-(2*yN

ahol: ji az A;-hez tartoz6 mért érték, N a mérési pontok szama, s a mérés és
sm a meredekség szérasanak becslése.

Belathatdé, hogy a meredekség szdrasa (sm) akkor lesz a legkisebb, ha
pontjaink a szoba johet6 mérési tartomany két szélén — fele-fele aranyban
megosztva — helyezkednek el. Amennyiben pedig a btengelymetszetet kivan-
juk meghatarozni, akkor x = 0 az optimalis pont, hiszen akkor magat a b
értékét mérjik.

A fenti példdban a vizsgalat tdrgya az egyenes paraméterének hibéja,
illetve a hiba csokkentése volt a tervezés kritériuma. Altalanos esetben, ha a
tervezéssel a paraméterek hibdajat kivanjuk csokkenteni, akkor D-optimalis
kisérlettervrdl beszéliink [7, 9]. Matematikai fogalmakkal, a _D-optimalis terve-
zés esetén célunk a paraméterek hibajara jellemzd diszperziés matrix deter-
minansanak csdkkentése, s ami ezzel ekvivalens, az 4n. FISHER-féle informéacios
matrix determinansanak ndvelése [7]. Amennyiben azy mérési figgvény hiba-
janak a csdkkentése a fontos, akkor hasznalhatunk G-optimalis vagy Q-optima-
lis tervezési kritériumot [7], A G-optimalis tervezés kritériuma az y-érték
maximalis hibdjanak csokkentése, ezért minimax-tervezés elnevezéssel istalal-
kozunk. A ~-optimalizalasi kritériumnal pedig azy érték hibajanak a mért tar-
tomanyban vett dsszege (pontosabban integralja) a minimalizalandé mennyi-
ség. A fentieken kivil még tobbféle szempont figyelembevétele, s igy mate-
matikailag is tobbféle kritérium felallitdsa lehetséges (1. Fliggelék a) pont).
A szempontok egy része gyakorlatilag ugyanarra az eredményre vezet.' PI.
bebizonyithaté, hogy a .D-optimalis és a minimax-tervezés normalis el-
oszlast mérési hiba mellett ekvivalens [7].

Mivel az informéaciés matrixnak rendszerint kitlintetett szerepe van, ezért
megadjuk a meghatarozasat is. Egy altalanos f(x, p) mérési figgvény esetén
a matrix egy eleme a kdvetkez§g:

. i= 1,2,..,N
Mk=zwiMimr 3
i dpi dpk j, k= 1,2,...n),
ahol: ——az f mérési fliggvény y'-ik paramétere szerinti parcialis differencialha-

dpj
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nyadosa az xt pontban, ivt silytényez6 az xt pontban, n a paraméterek szama
és N a mérési pontok szama. A definiciébol kdvetkezik, hogy az M matrix
szimmetrikus, azaz MJ = Mkj.

Példaul az/ = ppc -(- p,, egyenes és W; = 1 esetén = Xj és = 1,
) o . ) B <Pi oP2
az informéciés matrix pedig a kovetkez0 lesz:

M = (4)

A fenti kétdimenzids esetben a determinans is kénnyen szamolhaté, mégpedig
det(M) = NI'xf - (Zxty.

Paraméterekben linearis f(x, p) figgvény esetén az M informéacids méatrix
fuggetlen a p paraméterektél. Viszont nem linearis kapcsolat — pl. exponen-
cialis figgvény — esetén az M a paraméterértékektél is fiigg, s igy a tervezést
befolyasolja, meghatarozza a paraméterek értéke.

Toébb paraméter esetén el6fordul, hogy koéziulik csak egynek vagy néhany-
nak kivanjuk meghatarozni az értékét. Pl. exponencialis fliiggvény esetén a
felezési id6 elsédleges lehet a kezdeti értékkel szemben. Ez a megkiilénbdztetés
modosithatja a tervezés informaciés matrixat, és igy az eredményeket is [8, 10].

Az eddigiekbdl latszik, hogy a kisérlettervezés matematikai modszerével
nem a mérés hibajat (pl. a mérty, érték szorasat), hanem az adatokbo6l szamolt
(becsiilt) mennyiségek hibajat lehet csékkenteni. Tehat, ha a kivant mennyisé-
get kozvetlenil mérni tudjuk — nem kell szamolni, becsilni, interpolalni, ill.
extrapolalni —, akkor nincs értelme mérési tartomanyrol és ezen belili xt érték
beallitasarol beszélni. A mérési figgvény hibajanak csokkentése is elsGsorban
akkor fontos, amikor interpolalni és extrapolalni kell (pl. gdérbe alatti terilet
meghatarozdsahoz).

A becsilt mennyiség hibajanak csokkenésétél azt varjuk, hogy a becsilt
érték is kdzelebb lesz a valédihoz, és dsszehasonlité vizsgalatok esetén a kisebb
hiba kdvetkeztében gyengébb valtozasok, kisebb hatdsok is kimutathatédk lesz-
nek.

Tervezési eredmények néhany, a biolégiaban alkalmazott fliggvény esetén

Paraméterekben linearis mérési fliggvény esetén — mint azt az els6
pontban lattuk — az optimalis mérési pontok a tartomany két szélén vannak,
amennyiben a mérés pontossaga allando, figgetlen az x-t6l. Ha a mérési hiba
ésaszorasnégyzet (a2 reciproka - ate, sulytényez6 — fligg a mérés helyétél, tgy
mar mas eredményt kaphatunk. Belathaté, hogy ha a2 azy = mx -f- b érték
kobével aranyos — azaz tvt = 1/(mx,- -|- b)3 —, akkor a két optimalis pont
(& és x2) kozotti kapcsolat: (x2—Iix"m = 2b. lgaz, mérésnél kébds aranyu
hibavaltozas ritkan fordul eld, de transzformaciék sordn — pl. a Michaelis-
Menten kinetikdnal a Lineweaver-BuRK-félc kiegyenesitéssel — felléphet
ilyen fokd hibafliggés.

A bioldgiai (biofizikai, biokémiai stb.) vizsgalatokban gyakran szerepel-
nek exponencidlis, hiperbola és szigmoid alaki mérési fiiggvények. Ezek ese-
tén kapott eredményeket kézdljik a kdvetkez6kben.
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Exponencialis fliggvények

Az f(t) = A mexp (—At) alakl egytagl exponencialis fliggvény esetén
az A és1(ill. T — 0,693/A szerint a T felezési id6) paraméterek. Tehat legalabb
két mérés sziilkséges, bogy a két paraméter értékét szamolni lehessen. Ekkor
Box és Lucas [2] D-optimalis szamitasai szerint, allandé mérési hiba (a = all.)
esetén az optimalis mérési pontok: t1= 0 és i2= t0O+ 1/A, ahol t0a mérési
tartomany legkisebb t értéke. Sajat vizsgalatainkban figyelembe vettiik a hiba
valtozasat is. Ugyanis a biolégiaban gyakran mérink allando6 relativ hibaval
(crly = all.), méasrészt — kilondsen a radioaktivitds mérésénél — un. gydkos
hiba (aj\jf — all.) is el6fordul.

Az 1. tablazatban taldlhaté optimalis pontok értékét olyan esetben is
meghataroztuk, amikor a Aparamétert els6dlegesnek tekintettiik az A-paramé-
terrel szemben.

I. tablazat
A D-optiméalis pontok (tj és t2 egytagl exponencidlis kifejezés esetén a mérési hiba jellegének
fuggvényében*

Table 1. D-optimal points (tj and t2) in case of one-term exponential function depending on
type of data error. The minimal t-value is tj 0

a= dll 0~ if a-f
f= Ae— R
ti t2 ] t2 ti t2
Nincs elsédleges paraméter 0 A 0 2/IA 0 max(t)
A elsddleges 0 1,1/A 0 2,2IA 0 max(t)

* Itt feltettik, hogy a legkisebb t értéke tA= 0.

A tablazat szerint a masodik optimalis pont (t2) els6sorban a mérési hiba
jellegétdl és kevéshé a Aparam éter els6dlegességétél fiigg. A max(t) azt jelenti,
hogy a mérési tartomany ,fels6” hatarpontjan kell mérni. Belathaté az is, hogy
Gjabb mérési pontok esetén ezeken a helyeken kell ismételni; paros szamu
pontnal fele-fele ardnyban megosztva, paratlanoknal pedig mindegy, hogy
paratlan pontként a tj-t vagy a i2-t valasztjuk.

El6fordul, hogy a statisztikai szempontbdl optimalis mérési pontok mas,
pl. koltség, kockazat stb. szempontjabol kevéshbé el6nydsek. Ilyenkor az infor-
macioés matrix determinansanak értékét szinte minden széba jéhet6 mérési fel-
tétel mellett célszerl ismerni. Amennyiben az azonos determinans értékid pon-
tokat 6sszekotjik, kapjuk az an. izoinformaciés gdérbéket [10]. Az 1. &bran
lathatdo gorbéket (szintvonalakat) az f = A exp (—At) fiiggvény esetén, két
(tx és t2 mérési pontot feltételezve, A = A= 1 mellett kaptuk. A szintvona-
lakra irt szamok a maximalis determinans-érték %-at jelentik. Mivel az izoin-
formacids gorbék szimmetrikusak a t1— t2egyenesre, egy abran kétféle sdlyo-
zas mellett kaphaté eredményt tudtunk abrazolni. A fels6 rész a = allandé, az

alsé pedig a = ff esetre vonatkozik.
Az abrabdl kitlinik, bogy a t1= t2egyenes mentén az informéacids érték
nulla. Ez varhatoé is, hiszen ha mindkét mérés egyazon i-értéknél torténik,
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1. dbra. 1zoinforméciés gorbék egytagt exponencialis fliggvény esetén, A — 1
Fig. 1. Isoinformational curves in case of the one-term exponential function, A= 1



akkor a mért adatokbdl a Aparaméter nem szamolhatdé. Masrészt az is latszik,
hogy a = all. esetén az optimalis pontok tx= 0 és i2= 1, /A id6egységben
mérve. Ez megegyezik az |. tdblazatban talalhaté eredménnyel. Az abra alap-
jan osszehasonlithaté az optimalis (t1= 0ésf2= 1) ésegy masik (pl.atl = 0,5
és t2= 2,0) pont informaciotartalma. Az utobbi pontnal a determinans értéke
kb. 10%-a az optimalis értéknek. Figyelembe véve, hogy az informacids matrix
determinadnsa a paraméterek szorasnégyzetével forditva aranyos, a nem opti-
malis (t1= 0,5 és to = 2,0) mérésnél kb. 3-szor nagyobb lesz a paraméterek
szorasa.

2. dbra. Kéttagu exponencialis fliggvény esetén kaphaté D-optimalis pontok (tx, t2, t3és tf)
elhelyezkedése

Fig. 2. The four D-optimal points (t,, t2 t; and t4) of the two-terms exponential response
function
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Az egytagl exponencialis kifejezésnél az optimalis mérési pontokat egy-
szer(i kifejezéssel tudtuk megadni. Varhaté, hogy a paraméterek szamanak
novelésével mar nehezebb az explicit megadas. Az f(t) = Bxexp (—At) -f- B2
mérési fiiggvény esetén a harom paraméternek (Blt X és B2 megfeleléen a
harom optimalis i-érték allandé a hiba mellett a kdvetkez6: tl = 0, i2= UA
és t3= max(i). Viszont mas jellegl hibanal az optimalis értékek mar nemcsak
A-tél, hanem a B 1és B., értékektdl is figgenek. Bonyolultabbak a viszonyok az
m = btexp (—Ajt) -f- B., exp (—X2) kéttagu flggvény esetén. Itt explicit
forméaban nem tudjuk megadni az optimalis helyeket, hanem csak adott Btés
Xj értékek mellett készitett izoinforméaciés gorbék alapjan tudjuk meghatarozni
az optimalis viszonyokat.

A 2. abra kéttagu, végig csokken6 exponencialis mérési figgvény esetén
mutatja az optimalis pontokat. Az abran a figgvénygdrbe lathaté kilonbhoz6
X2(0,25, ill. 0,1) értékek mellett, mikdzben az optimalis pontokat nyillal jeldl-
tik. Lathato, hogy optimalis viszonyokat akkor kapunk, ha a gdérbe kezdeti,
meredekebb szakaszan siiritjik a pontokat. A pontok elhelyezkedését elsésor-
ban a Aj és X2viszonya hatarozza meg, a Bxés B2aranya a szoba johetd (0,1 —3)
tartomanyban csak néhany szazalékos valtozast eredményez. A a = allando
esetén a pontok elhelyezkedésére a kdvetkez6 mondhatd: t1= 0 (pontosabban
a minimalis t-érték); t2~ 0,8/Aj;

LA es t t3 -|- 1,2/A2 ahol Aj >A 2
2 AA

A 3. dbraf(t) = A(e llt—e At) alakl, kezdetben névekvd, majd csok-
kend fiiggvény esetén kapott optimalis mérési pontokat mutatja. Ilyen gorbé-

it dbra. A D- és Q-optimalis pontok eloszlasa afelszivddast és eliminéaciot leiré gyogyszerkinetikai
fliggvény esetén
Fig. 3. The D- and Q-optimal points for a type of absorption-elimination drug kinetic function



veiirhatd le szamos gyogyszerfelszivddasi és -kilrilési gérbe. Mivel a gyogyszer-
hatds szempontjabdl fontos lehet a gdrbe alatti terliilet s igy a mérési gdrbe
legkisebb bibaju becslése, ebben az esetben meghataroztuk a (“-optimalis mérési
pontokat is. Lathatd, hogy a két kiillonb6z6 kritérium szerint szamolt optimalis
i-értékek lényegesen nem kilénbdznek. (A D-, ill. ~-optimalis pontok: 0,23,
0,88 és 2,3, valamint 0,18, 0,83 és 2,7.)

Az egytagu, végig csokkend exponencialis kifejezésnél belathatd, hogy
alland6 mérési hiba mellett a D- és *-optimalis pontok egybeesnek [5].

Hiperbola és szigmoid alakéi fliggvények

Kdtéskinetikai, enzimkinetikai vizsgalatok sordn a reakcié sebessége
vagy a kotott anyag mennyisége gyakran leirhaté az y(x) = Vx/(K -f-x)
hiperbola alaki — a Michaelis —MENTEN-féle — 0sszefiiggéssel. (A kifejezésben
V maximalis sebességet, * a szubsztrat koncentraciot és K az tn. Michaelis
allandot jeldli.) Szigmoid alaklG goérbék leirasara hasznalatos az

V-xn
*

/) K + xn (®)
alaku kifejezés, ami az un. HiLL-féle kinetika esetén alkalmazhat6. Itt n a
reakcioban részt vevd ,egységek” kozdtti kooperativitasra jellemz6 paraméter.
Az (5) Osszefiiggés specialis (n = 1) esetben éppen a Michaelis —MENTEN-féle
egyszer( kinetika hiperbola 6sszefliggését adja. Ezért, ha n nem paraméter,
hanem egy megadott dllandé, akkor az (5) kifejezés alkalmazasa soran kapott

eredmények tartalmazzak a hiperbola esetét is, n — 1 mellett.
Pozitiv V és K paraméterek esetén a két D-optimalis pont x értékei a
Il. tablazatban taldalhaték. PI. allandé hiba (ff = all.) és n = 1 mellett a két

I1. tablazat

D-optimalis pontok az y(x) = V'xn/(K -f- x”) alakafuggvény esetén
Table 2. D-optimal points of the sigmoid function: y(x) = Vxn/(K + X j

i a=dl \W a-y
Yy K+ X% X2 X *
n n
K és V is fontos fK max(a:) /K /2 max (") min(A;) max(x)
n n
Csak K fontos 0,8 fK max(x) 0,4 fK max(x) min(%) max(x)

optimalis koncentracio x1= K és x2a leheté legnagyobb. Amennyiben nincs
kitintetett paraméter, akkor allandé hiba és n = 1 esetén a két optimalis
pont helyét az x1= K mx2(2K -f- x2) 6sszefliggés hatarozza meg. Ennek segit-
ségével barmely véges x2= max (x) értékhez az optimalis x1 értéke szamol-
hato, pl. x2= 2K esetén x1= K/2. (A fuggelék c) pontja a~ |//hibafiggés mel-
lett tartalmazza az optimalis pontok szamolasi menetét.)
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Az (5) mérési fliggvényben a K, V és n mennyiségeket paraméternek
tekintve legalabb barom pont szilkséges a paraméterbecsléshez. Szamolasaink
alapjan K = V = 1 és n = 2 esetén a harom optimalis pont a kdvetkezd:
xx= 0,55; x2= 1,9 és x3= max (x). Amennyiben a maximalis x értéke 3—10
kozott van, Ggy xx™ 0,5 és x2* 1,6 az optimalis értékek.

Szigmoid alaku gorbe leirhaté a WEIBULL-féle egyszerd eloszlasfiiggvény-
nyel a kdvetkez6képpen:

f(x) = 1- exp [—(Pi*)*], (6)
ahol Px és jo2paraméterek és * a fuggetlen valtozo. A fuggvény alakjapt= 1
ésp2= 5,ill. p2= 8 esetén a 4. abran lathatd. Allanddé mérési hibat feltételezve,

a D-optimalis x értékek a maximalis fliggvényérték 30 és 80%-os értékénél
vannak. Ez esetben az izoinformaciés gérbék az 5. dbran taldlhaték.

4. dbra. A Weibull-féle eloszlasfiiggvény alakja — 1,p2= 5, ill. p-, — S paraméterérlékek esetén
Fig. 4. The shape of the Weibull distribution function with parameters pj = 1, p2= 5
and p,, = 8

A mérésifiiggvény alakjanak szerepe

A kisérleti gorbék leirdsanal el6fordul, hogy tébbféle matematikai kifeje-
zés is alkalmazhat6. Pl. az f(x) = Ae~*x exponencialisan csokkend egytagu
kifejezés egy adott tartomanyban elég jol leirhaté a g(x) = BfK -f- x) alaku
hiperbolaval is. Mivel a két esetben mas-mas alakban szerepelnek a paraméte-
rek, varhato, hogy az optimalis x pontok sem lesznek azonosak. Viszont az elté-
rés rendszerint kicsi, mégpedig A = B = K = |ésA — 0,55 esetén — ekkor
kozelit6leg egybeesnek az f(x) és g(x) gorbék — az exponencialis optimalis
pontjai: xx= 0 és x2=1,82, a hiperbolaé pedig: xx= 0 és x2= 2.

Hasonld jo egyezést kapunk, ha a szigmoid gorbét tértfiggvénnyel, vagy

WEIBULL-féle; eloszlasfiggvénnyel irjuk le. A tortfiggvényt f(x) - -y- m-

alakkal leirva (K és n paraméterek), a szoba johet6 n és K értékek esetén a



két optimalis pont a maximalis fuggvényértéknek kb. 30, ill. 75%-hoz tarto-
z6 x értéknél lesz.

A fenti példak azt valdszin(sitik, hogy a mérési fliggvény matematikai
alakja kevéshé befolyasolja az optimalis mérési pontok helyét. Ez természete-
sen nem all fenn altalanosan, és lehetnek olyan extrém paraméterértékek, ame-
lyeknél er6sen kilénbdznek a két fliggvény optimalis pontjai. Masrészt egészen
mas eredményt kapunk akkor is, amikor a két fuggvényalak a paraméterek
szamaban is eltér. Ekkor ugyanis a minimalisan sziikséges pontok szama is
kilonbozik.

Belathato, hogy két, csupan a paraméterek felirasdban eltér6 matema-
tikai figgvény esetén azonos optimalis pontokat kapunk, azaz a paraméterek
egyértelm{ transzformacidoja nem valtoztatja meg a D-optimalis tervet (bizo-
nyitdst 1 a Fiiggelék b) pontjaban).

5. &bra. Izoinformaciés gorbék a Weibull-féle eloszlasfiiggvény alkalmazésa esetén. A paraméterér-
tékek pj = 1ésp2= 5
Fig. 5. Isoinformational curves for the response function of Weibull distribution. The values
of the parameters are: pt = 1land p2= 5
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A Kkisérlettervezési eredmények alkalmazhatésaga

Mivel a bioldgiaban rendszerint paraméterekben nem linearis fiiggvények-
kel talalkozunk, az optimalis fiiggetlen valtozo értékek a meghatarozando
paraméterek értékétdl is fliggenek. Ezért, ha elzetes informéacionk a paraméter-
r6l szegényes, pontatlan, akkor a méréstervezési szamolasok eredménye ke-
véshé segit, s6t félrevezethet. Ellenben, ha a kisérletek ismétlésével mind pon-
tosabban kivanjuk meghatdrozni a paraméterek értékét, akkor a k6zbensd ter-
vezési eredmények felhasznaldsa lehetdvé teszi a kisérletek, a mérések szama-
nak csdkkentését a kivadnt pontossag eléréséhez.

A paraméterek szempontjabol optimalis tervezés soran ismertnek téte-
lezziik fel a mérési fiuggvény alakjat. Ellenkez6 esetben nemcsak az optimalis
pontokban, hanem a mérési tartomany tobbi szakaszan is kell mérni, majd
figgvényillesztéssel eldonteni, hogy melyik fliggvénnyel célszerl tovabb dol-
gozni. Természetesen a méréstervezés elsédleges céljaként szerepelhet az is,
hogy két vagy tébb szoba johetd fiuggvény kozotti dontést — a mérési pontok
megvalasztasaval — el6segitsik. Eléfordul, hogy a paraméterek hibajat sze-
retnénk cs6kkenteni, de bizonytalan a mérési fliggvény alakja. Ekkor kompro-
misszumot kell kotni; pl. az egytagl exponencialis fliggvény esetén nemcsak a
tl= tniinés t2— -)- 1/P. pontokban, hanem ezek k6z06tt is kell néhany mérést
végezni.

Amennyiben bizonytalanok vagyunk a paraméter értékében, de a szdéba
johetd intervallumot j6l be tudjuk hatarolni, akkor Weiss és Darvey [13]
szerint az intervallumra vonatkozé integralt informaciés matrixszal lehet dol-
gozni. Ekkor egyszer( figgvények esetén is igen bonyolult 6sszefliggéseket
kapunk az optimalis pontok kifejezéseire.

Az izoinforméaciés gorbék alkalmazhatdsagat ellendrizni lehet szamito-
gépes szimulacioval. Sajat, szamitégépes szimulacioval kapott eredményeink
[10, 12] szerint az egyes pontok informacidtartalma — pontosabban az infor-
maciés matrix determinansa — forditva aranyos a paraméterek szérasanak
négyzetével, ami az elmélettél is varhaté [1, 11]. Hasonldé korrelaciot figyel-
tink meg abban az esetben is, amikor a szamitdgépes szimulacié helyett radio-
aktiv készitmény aktivitasanak exponencialis csdékkenésére jellemzd felezési
id6t becsiltink, és tobb minta alapjan szamoltuk a paraméter szorasnégyzetét.

Méréstervezési szamolasaink aldtamasztottdk Endrenyi [4] éS Fajszi
[6] azon szamitégépes szimulaciés eredményeit, melyek szerint egyszerd hiper-
bola alaki kotéskinetikai fliggvénynél, allandé relativ mérési hiba mellett, a
kisebb koncentracioértékeknél kell striteni a mérési pontokat [10].

Osszefoglalas

A kisérlettervezés elméleti modszerei segitségével meghatarozhaték azok
a mérési korilmények, melyek mellett ugyanannyi mérést végezve kisebb hiba-
ju eredményt kapunk, mint a véletlenszer(ien beéallitott mérési feltételek esetén.
Gorbe vonalakkal leirhatdé mérési adatoknal rendszerint paraméterek értékét
becsiljik a fliggvényillesztés segitségével. A paraméterek kis hibaju becslésé-
hez Un. D-optimalis tervezést hasznéaljuk, azaz az informéacidés matrix deter-
minéansat maximalizaljuk. A gérbe vonal, a mérési figgvény menti hiba csok-
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keritése érdekében Un. (M-optimalis tervezési kritériumot lehet alkalmazni. Sza-
mos esetben a D- és (1-kritérium kozel azonos eredményre vezet.
Azf(t) = A exp (- At) exponencialis mérési fliggvény esetén —négyzetgyokds

mérési hiba mellett — a két optimalis pont: tx= 0ési2= 2/A Azf(x) = -|-<- -------

- X
Michaelis—MENTEN-féle kdtéskinetika esetén az optimalis koncentraci6érté-
kek:Xj A K és x2= max(r). Kétparaméteres szigmoid gdérbéknél az optimalis
pontok a maximalis fliggvényérték 30 és 80%-os értéke kdzelében heyezkednek
el. Tébb mint két mérés esetén altaldban a fenti optimalis pontoknal kell
ismételni, fele-fele aranyban megosztva. Az optimalis x értékeket a mérési hiba
jellege erésen befolyasolhatja.

Bonyolultabb — pl. hdrom paramétert tartalmazd — mérési figgvény
esetén az optimalis pontok rendszerint mar nem adhaték meg egyszeri kifeje-
zéssel, s ezért konkrét paraméterértékek mellett numerikusan kell szamolni.

A vizsgalt kétparaméteres és csékken6 exponencialis, valamint szigmoid
gorbe esetén a mérési fiuggvény matematikai alakja kevéshbé befolyasolja az
optimalis pontok helyét, azokat els6sorban a fiiggvényérték hatdrozza meg.

Mivel a biol6giaban rendszerint paraméterekben nemlinearis mérési fliigg-
vénnyel taldlkozunk, a méréstervezési eredmények tartalmazzak a méréshdl
meghatarozand6 paraméterértékeket. Nehézséget jelent a hiba jellegének kér-
dése is. Ezek miatt az eredmények csak kozelitéen ismert paramétereknél
lehetnek realisak, hasznosak. Viszont az egymas utan végzett kisérlet, tervezés,
majd ismét kisérlet stb. esetén fokozatosan javithatok az optimalis értékek,
igy a szekvencialisan végzett kisérlet és szamolas miveletével sok mérés meg-
takarithatd.

Az elméleth6l kapott tervezési eredmények, az izoinformécidés gorbék
realitdsat szamitégépes szimulacioval is lehet ellenérizni. A paraméterek szdra-
sara vonatkozé szimulacios és tervezési eredmények jol korrelalnak.

Fuggelék

a) Kisérletek dsszehasonlitasanak lehet6ségei

Az E,-vel jeldlt kisérletek 6sszehasonlitasara els6sorban a paraméterek
hibajara jellemz6 D{Et) diszperziés matrix és a mérési fiiggvény d(E,)-vel
jelolt hibaja hasznalatos. (A D(E) diszperzios matrix az M(E) informacios m at-
rix inverze.) Két — az E1lés £ 2 — kisérlet 6sszehasonlitadsa esetén annak eldon-
tésére, hogy  jobb E 2-nél (azaz E| E 2) a kdvetkezd feltételek léteznek [7]:

1. D(EX < D(E2 — tehat az Exkisérleti adatokbdl szamolhat6 diszperzios
matrix minden eleme kisebb az E2matrixanak megfelelé eleménél.
2. det D(EX -< det Z)(E29 — az Ej-hez tartoz6 determinans kisebb.

3. SpD(Ej) < SpD(E2 — a matrixok nyomat (spur) vesszik figyelembe.

4. max Djj(EX) < max Dn(E,) — a matrix féatléjaban levé elemek ossze-
hasonlitasa.

5. max d(x, Et) < maxd(x, E2 — azf(x, p) mérési fuggvény d(x) hibabecs-
X1z X1z

lésének maximumat figyeljik a z mérési tartomanyban.
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6.J d(x, Exdx dix, E 2)dx —a kritérium ad(x) hiba adott z tartoméanyra
2 2

vett integralja.

A gyakran hasznalatos D-optimalis feltétel a 2. pontnak felel meg.

Amennyiben az 6sszes paraméter kozil csupan g szamu els6édleges, r
szamU pedig kevésbé fontos, akkor a D-optimalis szamitdsok céljabol az M
informécioés matrixot a kovetkez6képpen kell felbontani, particionalni:

M g Tl
Mrg Mrm_'
Itt az Mqg, Mgr. Mg és Mrr részmatrixok rendre qgxg, gxr, rxg és rxr dimen-

ziojuak lesznek. A felbontas utan az Mgg— MgMn 1M rq matrix determinan-
sat kell szamolni, ahol Mrf az Mminverze [8].

b) A paraméter-transzformacié hatasa a D-optimalis tervezésre

Az Fjj = dfi/dpj (i= 1,..., N ésj = 1,. .., n) elemekkel definialt F
matrix bevezetésével az M informacios matrix a kdvetkez8képpen irhato fel:
M- F'WF,

ahol F’ az F-nek transzponaltja, és IF a sUlytényez6ket tartalmazé matrix.
Térjunk at az f(x, p) mérési fliggvényben a p paraméterek helyett ugyanolyan
szamu, de mas, mégpedig az r = R(p) paraméterekre, ahol R ap paraméterek
terébdl az r paraméterek terébe képezd invertalhaté fiuggvény. Ekkor az r
paraméterekre jellemz6 F matrix eleme:

- = Ml
J 06 dpj ]

alakban irhaté, ahol P(r) az R(p) inverze. Ennek felhasznalasaval az r para-
méterekre jellemz6 informacidés matrix a kdovetkez6 lesz:

M= F’IFF= S’F’JVFS,

ahol S matrix a P(r) fuggvény r szerinti parcialis derivaltjait tartalmazza.

Mivel az S matrix csak ap, ill. r paraméterekt6l fligg, az M informéaciés matrix
determinansanak maximuma — az £mfliggetlen valtozo értékek terében — egy_
beesik az M = F'WF maétrix determinadnsdnak maximumaval.

Paraméter-transzformacié révén kilonbodznek pl. az

f(x,p) = pk~px és f(x, = -——-— e (r+r9* |-

rl + r2 rl + r2

fliggvények. Az utobbi két-kompartmentes anyagcsere-vizsgalatoknal haszna-
latos. Az eredmények szerint, akar a p, akar az r paramétereket kivanjuk be-
cslilni. az optimalis xt értékek nem kiilonbdznek.

5 Biolégia 183



c¢) A D-optimalis pontok szdmolasa a Michaelis—MENTEN-/é/e kotéskinetikai
fliggvény és a ~ ]// hibafliggés esetén

A mérési figgvény, a kezdeti reakciésebesség kifejezése
VX
*
1) ke x

ahol V: a maximalis sebesség, K : A MiCHAEL.IS-féle allando6 és x: a szubsztrat
koncentracio.
Az M informaciés matrix szamolasahoz szikséges parcialis derivaltak:

dfldv = x/(K + x) és df/[dK = —Vx/(K x)2. A (3) osszefuggés alapjan
—Wj = 1ff sllyozéast feltételezve — a 2x2-es matrix elemei a kdvetkez6k
lesznek:

1 N N

- ym 12 = 2 ;m 2
Mn=RNt\K + x " A (% + *)2 " ij:l’ (*+*/)8

ahol IVa mérési pontok szama.

Mivel M2l = M 12 (azaz az informéaciés matrix szimmetrikus), a determi-
nans a A= MnM 22— Mf2alapjan két mérési pont és a;2) esetén a kdvet-
kez6 alakot veszi fel:

A= M *1- a)2
(K + xj* (K + x2

Most azt a két x, értéket kell meghatarozni, melynéla /\ értéke maximalis.
A pozitiv koncentraci6értékek miatt természetesen csak az xt 4>0 megoldasok
érdekelhetnek benniinket. A széls6érték szamitasok szerint a dA/dx” = 0 felté-
telbdl

« = Kx
"1 3K+ 2x2
kapcsolat adodik. Ezt behelyettesitve a A kifejezésébe, a Zl-ra olyan &6sszefiig-
gést kapunk, mely x2fiiggvényében szigorian monoton ndvekvd és x2 = 00-nél
véges hatarértéket vesz fel. Az x2= oo hatarértéknél a A kifejezése pedig
x1= K/2 mellett veszi fel maximumat. Tehat a két optimalis mérési pont:

xx= K/2 és x2— 00. Véges x2 esetén pedig a fenti képletbdl szdmolhat6é az
optimalis Aj-érték.

IRODALOM

1. Bard, Y. (1974) Nonlinear parameter estimation. Academic Press, New York

2.Box, G. E. P. and Lucas, M. L. (1959) Design of experiments in nonlinear situations.
Biometrika, 46, 77 —90.

3. Draper, N. R. and smitn, H. (1966) Applied regression analysis. Wiley, New York

4. Endreényi, L. and Kwong, F. M. (1972) Design and analysis of hyperbolic kinetic and
binding experiments. In: Hemkes and Hess (eds.): Analysis and simulation of bio-
chemical systems. North-Holland, Amsterdam, 125—142.

5.Endrenyi, L. (1981) Design of tracer kinetic experiments for precise parameter estimation.
IN: Fedina, Kanyar, Kocsis, Koltai (€ds.): Mathematical and computational methods
in physiology. Adv. Physiol. Sei. Vol. 34., Akadémiai Kiadé—Pergamon Press, 169—184.

184



6. Fajszi, Cs. (1975) Kinetikai mddszerek alkalmazasa egyes biolégiai rendszerek analizisére.
Kandidatusi disszertacid, Szeged

.Fedorov, V. V. (1972) Theory of optimal experiments. Academic Press, New York

Hitr, WoJ. and Hunter, W. G. (1975) Design of experiments for subsets of parameters.
Technometrics, 16, 425—434.

9.Jonhn, R. C. S. and Draper, N. R. (1975) D-optimality for regression designs: a review.
Technometrics, 17, 15—23.

10. Kanyar, B. (1979) Nyomjelzokinetikai mérések tervezése és értékelése. Kandidatusi disszer-
tacio, Budapest.

11. Ksnig, P. and Naszedai, L. (1978) Kémiai kinetikai kisérletek tervezése. (Kézirat)

12. Tornsci, L. and Kanyar, B. (1981) D-optimal design in case of exponential and sigmoid
response functions. In: Fedina, Kanyar, Kocsis and K ot1ai (€ds.): Mathematical and
computational methods in physiology. Adv. Physiol. Sei. Vol. 34., Akadémiai Kiad6
Pergamon Press, 185—192.

13. Weiss, G. H. and Darvey, |I. G. (1981) A note on the choice of substrate concentration in
enzyme kinetic experiments. J. theor. Biol., 90, 437 —439.

o ~

DESIGN OF REGRESSION EXPERIMENTS IN BIOLOGY

B. Kanyéar and L. Tornéci
Semmelweis University of Medicine, Computing Group, Budapest, Hungary

Using the theoretical methods of the design of experiments it is possible to determine
the experimental conditions, which yield smaller error of the results, than those of an arbitrary
experiment, having taken the same number of readings each time. When dealing with data
that can be described by curves, the values of parameters are usually estimated, using a func-
tionfitting procedure. In order to get an estimation of the parameters with small error, the
so-called D-optimal design is used. Here the determinant of the information matrix is maxi-
mized. To lessen the error of the response function itself, the so-called ~-optimal design criteria
can be used. In many cases the D- and Q-optimal designs give almost the same results.

In case of exponential functions: f(t) -A'e-* if the measuring error is proportional to
the square root of the function — the two D-optimal points are tj = 0 and t2= 2/A For the
Michaelis—Menten kinetics the optimal concentrations are xt = K and x2= max (x) (if K is
great enough). In case of sigmoid-shaped curves with two parameters the optimal points are
approximately those, where the dependent variable takes the 30% and 80% of the maximum,
respectively. If more than two measurements are to be taken, they should be repeated at the
above mentioned optimal points, at equal frequency. The optimal x values may be highly depen-
dent on the type of the measuring error.

For more complicated response functions (such as those having three parameters)
usually there is no way of giving the optimal points explicitely by simple expressions, so they
must be numerically computed for the given parameter values.

In case of the studied one-term exponential and sigmoid curves, the mathematical
description of the response function has only a limited effect on the distribution of the optimal
points; these points are mainly determined by the shape of the curve, by the data themselves.

Since in biology, as arule, those functions are predominant, that are nonlinear in param-
eters, when designing the experiment one needs to know at least a good estimation of the
parameter values. Determining the experimental error may also involve difficulties. Because
of these, the results can be right and useful only, if the parameters are approximately known.
But if experiment, design, experiment and so on are successively performed, the optimal va-
lues can be improved step by step. Thus, experimenting and computing in a sequential man-
ner, a great number of measurements can be saved.

The correctness of theoretical designs and that of the isoinformational curves can be
checked by simulation on computer, as well. Our simulation and design results concerning
the parameter variances are in good correlation.
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HIDROXIL SZABAD GYOKFOGOK
HATASA BACILLUS MEGATERIUM SPORAK
SUGARREZISZTENCIAJARA

GAZSO LAJOS és ALAN TALLENTIRE*

Orszagos ,,Frédéric Joliot-Curie” Sugarbiolégiai és Sugaregészségiigyi Kutatéd Intézet,
Budapest és *University of Manchester, Department of Pharmacy, Manchester

Beérkezett: 1982. januar 18-4n

Kulcsszavak: sugérrezisztencia, oxigén, spéra, 60Co, gyokfogé, OER
Bevezetés

Szamos olyan vegydlletet ismeriink, amelyek befolyasolni képesek a mik-
roorganizmusok sugarérzékenységét. Az egyik ilyen csoportot képezik a hidro-
xil szabad gyokfogok (scavengerek). A hidroxii szabad gydk fontos szerepet
jatszik a sugarbioldgiai folyamatokban. A viz radiolizisekor keletkezett primér
termékek (eag, -H, -OH) kozul egyedil a hidroxil szabad gydknél sikerilt
bizonyitani, hogy sejtpusztité hatdssal rendelkezik.

Mikroorganizmusoknal az oxigénfligg6 sugarkarosodas tébb komponensre
bonthatd. igy megkilonbdztetnek alacsony és magas oxigénkoncentracidhoz
kapcsolt sugarkarosodast, a maximalis oxigénhatas (ami 100% oxigént tartal-
mazo6 gaz hasznalataval érhetd el) 34%-0s és 66%-0s részaranyaval, valamint
hidroxil szabad gyodkfogoval csokkenthetd (73%) és nem befolyéasolhatd (27%)
komponenst [4].

A hidroxil szabad gyok hatasmechanizmusanak tanulmanyozéasa hozza-
jarult a sugarkarosodas természetének jobb megismeréséhez, alkalmazasa be-
valt modszer a sugarszenzitizalé vegylletek hatasanak tanulmanyozasaban.

A hidroxil szabad gydk hatasanal megkilonbdztetnek protektiv és un.
»deszenzitizalo” reakciot. Erre jo példa a i-butanol, mely teljesen megszinteti
a NO03 [5] és az Ag+ [6] sugarszenzitizal6 hatdsat, de egymagaban nem ren-
delkezik protektiv hatassal anoxias korilmények kdézott [2].

A hidroxil szabad gydk scavengerek hatdsmechanizmusa eltér6 spdras
baktériumoknal, vegetativ baktériumoknal és emlds sejteknél.

Sporas baktériumoknal a hidroxil szabad gyodkfogok hatasmechaniz-
musa az alabbiak szerint foglalhaté dssze [3]:

a) Anoxias korilmények kozott (amikor mas sugarérzékenységet maédositd
agens nincs jelen) egyedil a hidroxil szabad gy6k elvondsa nem eredmé-
nyez sugarvédd hatast.

b) Egy meghatarozott alacsony oxigén koncentracié intervallumban (kb.
10 °-t6l 10~4 mol/L-ig) a -OH elvonas csdkkentheti a sugarkarosodast.

G. L. a fenti munkat a Manchesteri Egyetem Gyoégyszertani Tanszékén végezte mint
a Nemzetkdzi Atomenergia Ugynokség dsztondijasa.



10”4 mol/L oxigénkoncentracié felett a hidroxil szabad gydk elvonas
nem befolyasolja a sugarérzékenységet,

c) Néhéany vegyidet véd6 hatast képes kifejteni anoxias kdrilmények ko-
z0tt. Ez valdszinlileg egy Un. a-hidroxi szabad gyok képzd6désével jar,
amely aktiv sugarvédd. llyen redukal6 szabad gyokoket képezd agensek
a formiat-ion, metanol, etanol, alil-alkohol, glicerin, 1-propanol és a 2-
propanol. Az alil-alkohol példajan ez a reakcié a kovetkezd:

OH
I
CH, = CHCH,0OH + -OH addicié «ch,chch,oh
y-hidroxi szabad
gyok
OH
vagy
CH,CHCH,OH
/3-hidroxi szabad
o gyok
CH, = CHCH,OH elvonds CH_ CﬂCHWOH
y-hidroxi szabad
gyok
vagy
CH,= CCH,OH
/3-hidroxi szabad
gyok
vagy
CH, = CHCHOH +
+ H,0

a-hidroxi szabad gyok

[7]. A védbhatds valdszin(ileg az oxidalt sejtkomponens redukcidjaban rejlik.

Jelen munkéaban két hidroxil szabad gy6k scavenger (t-butanol, KSCN)
sugarérzékenységre gyakorolt hatasat vizsgaltuk kilonb6z6 oxigénkoncentra-
cional, Bacillus megaterium spdrakon.

Anyag és modszer

A Bacillus megaterium (ATCC 8245) sporak tenyésztésére és besugarza-
sara Tarttentire modszerét hasznaltuk [8]. A sugarforras 74 TBq 60Co készi-
Iék volt, 170 Gy/min dézisteljesitménnyel. A talélési gdrbét négy Kkisérleti
pontbol hatdroztuk meg, és mindegyik ponthoz négy paralel telepszamot hasz-
naltunk fel. Ezek a gorbék linearisok vagy kozel linearisok voltak, melyek a
kovetkezd egyenlettel irhaték le:

In--= Inre—kD ,
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ahol S a spordk szdma D doézisndl, $0a kiindulasi spéraszam, k a gérbe mere-
deksége vagy inaktivaciés konstansa, n az extrapolaciés szam, mely megadja
a gorbe vallanak a méretét.

Az 5x 107 sporat tartalmazd tesztszuszpenzidt (deszt. vizben) nitrogén-
nel, oxigénnel, illetve nitrogén-oxigén gazkeverékkel kezeltik, 200 ml/min
aramlasi sebességgel 30 percig a besugarzas el6tt. Az aramoltatast és a keverést
a besugarzas alatt is folytattuk. A hasznalt gazkeverékek 0,5, 1,2, 2,2, 3,0,
3,85, 5,1 és 21% oxigént tartalmazo nitrogén, valamint nagy tisztasagl oxigén
és nitrogén (British Special Gas) voltak. A szamitott oxigénkoncentracio a
fenti sorrendnek megfeleléen 7,3, 15,8, 29,0, 39,0, 50,7, 67,3, 277, 1320 és
0,0066 jUmol/L-nek adédott. Az alkalmazott t-butanol és KSCN koncentracio
az irodalmi adatok 6sszehasonlitdsa céljabél 0,1 mol/L volt.

Eredmények és megbeszélésiik

Megallapitottuk, hogy a két vegyiilet az alkalmazott koncentraciéban
nem befolyasolta a sporak tulélését sem aerob, sem anaerob kdorilmények
kozott.

Az inaktivacios konstans valtozasat az oxigénkoncentréacio figgvényében
az 1. abra mutatja. 29,0 ~rnol/L 0 2 koncentracioig (2,2% oxigént hasznalva)
fokozatos novekedés figyelhet6 meg, melyet hirtelen emelkedés kdvet. Az oxi-
génkoncentracio tovabbi emelése fokozatos k érték ndvekedéshez vezet, mig
el nem éri az 1320 /tmol/L maximalis koncentraciot (100% 0.,). 100%-0s nitro-

1. dbra. Az inaktivaciés konstans alakuldsa 0,1 mél KSCN és t-butanol jelenlétében kiillénb6z6
oxigénkoncentracié mellett (¢ —e« géazkeverék, X — X gazkeverék -(- KSCN, 0 — o
gazkeverék -f- t-butanol)
Fig. 1. The relationship between the inactivation constant (k) for Bacillus megaterium in the
presence of 0,1 mol/L KSCN and t-butanol (¢ — e gas mixture alone, X —X gas mixture -f-
+ KSCN, 0— 0 gas mixture + t-butanol)
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gént hasznalva az inaktivaciés konstans 8,25 Gy 3x 10“4. A maximalis oxigén-
koncentraciénal kapott k érték 19,09 Gy~4x 10-4.

A platé elhelyezkedését dsszevetve Powers [4] adataival eltérést tapasz-
talunk. Mig nala a platé a maximalis oxigéneffektus 30%-nal, addig nalunk
a 70%-néal jelenik meg. A kilénbség adédhat a hasznalt sugarzas eltér6 ming-
ségébdl (kemény rontgen, mig ndlunk gamma), valamint a szuszpendald kdzeg
kilonb6z6ségéhbdl (foszfat puffer, mig nalunk desztillalt viz).

0,1 mol/lL KSCN-ot és f-butanolt hasznalva a gorbék parhuzamosan
kovetik az oxigén vonalat. Eltérést a KSCN-nal tapasztaltunk 3,85 és 5,1%
oxigén hasznalatakor (1. és 2. abra).

2. &bra. Bacillus megaterium relativ sugarérzékenysége kiuléonbdz6 oxigénkoncentracié mellett, 0,1
mol KSCN és I-butanol jelenlétében (* — ® gazkeverék, X — x gazkeverék -f- KSCN, 0 — 0
gazkeverék + t-butanol)

Fig. 2. The relationship between relative sensitivity for Bacillus megaterium in the presence
of 0,1 mol/lL KSCN and t-butanol. (e ¢ gas mixture alone, X —X gas mixture -~ KSCN,
0—o0 gas mixture -f- t-butanol)

Anoxias korilmények kozdtt a két hidroxil szabad gydk scavenger hasz-
nalataval nem tudtunk szignifikdns hatast kimutatni. A protektiv hatds a
kiindulasi ponttél fokozatosan ndvekszik, és 39,0 /xmol/L oxigénkoncentraciotol
(3,0% 02t hasznalva) a hatds mar nem er6s6dik. A KSCN védd hatasa 50,7 és
67,3 nmol/L (3,85 és 5,1% 0 2) oxigénkoncentraciéknal a i-butanolnal kisebb.
A fenti koncentracioknal a két gydkfogdénal kapott OER (oxygen enhancement
ratio) kulonbségei 0,19, illetve 0,12 (/. tablazat).

A protektiv hatas jellemzésére megallapithatjuk, hogy a két vegyilet
hasznalataval a 2,2%-0s oxigénnél kapott OER értékek (1,22 és 1,24) megfe-
lelnek az 1,2%-o0s (1,28) oxigénnél kapott effektusnak (I. tablazat). Magasabb
oxigénkoncentraciénal hasonlé elemzés szerint a 100%-os oxigénnél kapott
OER értékek (2,15 és 2,18) a 21%-os oxigénnek megfelel6 szintet mutatjak.

Osszefoglalva megéallapithatjuk, hogy anoxias koriilmények kozott a 0,1
mol/L koncentraciéban alkalmazott KSCN és i-butanol nem befolyasolja a
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I. tdblazat
Bacillus megateriumn6f kapott OER értékek kiilonbdzé gazkdrnyezetben 0,1 Mol/L t-butanol és
KSCN jelenlétében

Table 1. OER values for Bacillus megaterium in the presence of 0,1 mol/L KSCN and t-butanol
at various oxygen concentrations

Gazkomyezet OER
Gazkeverék Oxigénkoncentraci6 . Oxigén - Oxigén +
<f% Os a szuszpenzidban Oxigén KSCN t-butanol
/imol
Nitrogén 0,0066 1,00 1,03 0,97
0,5 7,3 U9 1,14 1,13
1,2 15,8 1,28 1,21 1,20
2,2 29,0 141 1,22 1,24
3,0 39,0 1,66 1,34 1,29
3,85 50,7 1,73 1,60 141
51 67,3 1,86 1,74 1,62
21 277 2,14 1,98 2,01
100 1320 2,31 2,15 2,18

Bacillus megaterium sporak sugarérzékenységét. Novelve az oxigénkoncentra-
ciot protektiv hatast tapasztalunk, mely 39,0 gimol/L-ig ndvekszik, majd a
relativ véd6hatds nem valtozik. Lényeges kilénbséget a KSCN és a f-butanol
hatasanal nem tapasztaltunk. Eredményeink nincsenek dsszhangban Powers
kordbbi megallapitdsaivalj[4]. Szerinte a t-butanolnak nincs hatasa 5%-nal
magasabb oxigén koncentracioknal.

Véleményink szerint az altalunk kimutatott protektiv hatads az alabbi
feltételezésekkel magyarazhato:

— a -OH + H20 2 reakcié nem altalanos érvény(, melynek egyszer(si-

tett sémaja a kovetkezd:

*OH + OH — H,02

OH + H202- 02

— a hidroxil szabad gy6k egymagaban nem karosité komponens.

E feltételezések igazoldsara meg kell allapitani az aktualis H20 2mennyi-
ségét kiilénb6z6 oxigénkoncentracidoknal, scavengerrel és anélkil.

A tiocianat ion viselkedése nagymeértékben fiigg a kdrnyezeti feltételek-
t6l. Adams lizozim enzim enzimaktivitasat vizsgalva nem tudott védéhatast
kimutatni [1], Feltételezése szerint a tiocianat ion reagal a hidroxil szabad
gydkkel, és a képz6dott radikal ion a -OH-lal megegyez6 effektivitassal rendel-
kezik, igy véd6hatast nem hozhat Iétre.

SCN- + -OH — SCN-
SCN- + SCN- — (SCN)2.

Eredményeink alapjan az altalunk alkalmazott gazkdrnyezetben ett6l
eltérd reakciok jatszédhatnak le.

Végezetil hangsltlyozni kivanjuk, hogy a hidroxil szabad gydkfogok
hatdsa nagymértékben fiigg a kdrnyezeti feltételekt6l (gazkdrnyezet, koncent-
racio, tesztorganizmus), ezért altalanos érvény( torvényszer(iségek levonasa
igen bonyolult feladat.
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Osszefoglalas

KSCN és i-butanol sugarérzékenységre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk k-
16nb6z6 oxigénkoncentracioknal, Bacilus megaterium spérdkon. Megallapi-
tottuk, hogy anoxias korilmények kozott e két vegydllet 0,1 mol koncentra-
ciéban nem befolyasolta a sugarérzékenységet. Novekvd oxigénkoncentracio-
nal protektiv hatast tapasztaltunk, mely 39 jUmol 0 2-ig er6s6dik, majd a rela-
tiv véd6hatas nem valtozik. Lényeges kiillonbséget a KSCN és a t-butanol hata-
sanal nem tapasztaltunk.
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THE EFFECT OF HYDROXYL RADICAL SCAVENGERS
ON THE RADIOSENSITIVITY OF BACILLUS MEGATERIUM SPORES

Gazso, L. G. and *Tallentire, A.

National Research Institute for Radiobiology and Radiohygiene, Budapest, Hungary, and
* University of Manchester, Department of Pharmacy, Manchester, U. K.

Radiation modifying action of KSCN and t-butanol was studied on Bacillus megaterium
spores at different oxygen concentrations. No effect of these agents was observed spores in
anoxia. Increasing concentration in oxygen, these compounds protect spores to a small extent
against lethal damage. Similiar effect was obtained with both hydroxyl radical scavengers.
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halélok! struktdra

Bevezetés

Elsésorban talan o6kolégusok a megmondhatdi, milyen nagy szamban
jelennek meg manapsag a szakirodalomban diverzitasi kérdésekkel foglalkozo
kozlemények. Az dkoldgia mellett a conologia és a kornyezetvédelmi kutatasok
terén is igen elterjedtek a diverzitasi vizsgalatok. Felvethetd a vizsgalati appa-
ratus epidemioldgiai adaptacidja is [12]. Mint egy kitlin6 bibliografiabol kide-
ril [6], a nemzetkdzi szakirodalomban mar 1979-ig ezernél tébb cikk foglalko-
zott a diverzitas kérdéseivel. A problémakodr a hazai biologusok kdrében sem
egészen ismeretlen; a kulonféle diverzitasi indexek szamitdsa és vizsgdalata
itthon is terjed6ben van. A diverzitasi vizsgalatok matematikai alapjai és a
felmerilé statisztikai problémak azonban a felhasznalé biolégusok szadmara
gyakran tavoliak. A kérdéskdr matematikus mivel6inek ,,jovoltabol” az egyre
nagyobb mérték( absztrakcio miatt némi kdzvetités nélkil szinte elérhetetle-
nek, esetleg érdektelenek is a legujabb matematikai fejlemények, melyek bio-
logiai interpretaldsa a diverzitasi kutatadsok gyenge lancszeme.

Azok a biolégus kutatdk, akik a diverzitdas kérdéskdrének nem specialis-

S
tai, leggyakrabban a Shannon—WEAVER-féle H> = — ~ p, log p, informacios
i=i
index hasznalatara szoritkoznak (jeloléseket 1. alabb). Minthogy azonban a
kilonféle diverzitasi mutatok némileg eltér6 kdvetkeztetésekre vezethetnek,
ajanlatos a diverzitas valtozasait tobbféle diverzitasi index tikrében vizsgalni.
Abban bizva ismertetjik a diverzitasi indexek statisztikai viselkedésére vonat-
kozé tapasztalatainkat, hogy ez a diverzitasi kérdésekkel most ismerkedd bio-
logusok szamara hasznos lehet.

Vizsgalati anyag és modszer

A vizsgalat alapjat képezd 1974-es és 1975-0s halaloki statisztika az
Egyesiilt Allamok Egészségligyi Evkényvébsl szarmazik [25, 26]. Ebben a
Betegségek Nemzetkdzi Osztalyozasanak (BNO)haromjegy( kategoriaiba sorolt
haldlesetek 5 éves korcsoportok, nemek és rasszok szerint szerepelnek. A diver-
zitasi értékeket is ezen bontads szerint szamoltuk a két évfolyam fehér férfiakra



1. abra. Diverzitasi indexek életkor szerinti valtozasa halaloki statisztikan. nj/3, Nxés N 2: az 1/3,
1,ill. 2 paraméterl HILL-index, H’: SHANNON-index, J: relativ BRILLOUIiN-index, s/n: nem-ires
kategoridk és dsszelemszam hanyadosa

Fig. 1. Change of diversity indices according to age groups on cause of death statistics. N1/3

Nj, N2: 1/3, 1, 2 parameter Hill’s index, H’: Shannon index, J: relative Brillouin index,

s/n: quotient of non-empty categories and total number of death-cases. Except for s/n, the

changes in the indices according to age are practically equal. Diversity grows up to the 20th—

24thyear of age, after the maximum here, it decreases. The hollowing for the middle age groups
is characteristic
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vonatkozo6 halaloki frekvenciainak 6sszevondasa utan. A vizsgalatba az I., II.,
HL, VI., VII., VIII., IX., X. és XIV. betegség f6csoport mindazon BNO
egyéb kategdridkkal dsszevonva kozdl. Ily mdédon azon haldlesetek 6sszességé-
nek diverzitasat vizsgaltuk, melyeket a balaloki diagnozis a vizsgalatba bevont
161 BNO-kategoria valamelyikébe sorolt. A diverzitasi grafikonok (2. és 2.
abra) az egymast kdveté 5 éves korcsoportok diverzitasi index értékeit abra-
zoljak. Az els6 korcsoport (1—4 évesek) a tobbitél eltéréen csak 4 életévet fog

at, mert a 0 évesek (csecsem@k) csoportjat levalasztottuk a 0—4 évesek cso-
portjabol.

2. 4bra. Tovabbi diverzitasi indexek életkor szerinti valtozasai. s(10) és s(100) a 10, ill. 100 para-
méteri HURLBERT-index, Q, a és s*/a értelmezését 1. a szdvegben
Fig. 2. Changes of the other diversity indices according to age. s(10) and s(100) are the 10
and 100 parameter Hurlbert index, the interpretation of Q, a and s*<r see in the text. In case
of s(10), s(100) and a the characteristics outlined in Fig. 1. are totally, in case of s*/o and Q
they are partially valid



A hasznalt diverzitasi indexek

Tekintsik elemeknek valamely (nem feltétlenil véges) halmazat és s
szamu kategoriat Ggy, hogy minden elem pontosan egy kategoridhoz tartoz-
zék. Jeloljuk j>,-vel (i = 1,2, .. s) annak val6szinliségét, hogy egy talalomra
valasztott elem az i-edik kategdridba esik. Valamely diverzitadsi index ezen
valdszinliségek halmazahoz rendel olyan mérészamot, mely a megoszlas vala-
milyen értelemben vett egyenletességét hivatott mérni. Ha a halmazbdél n
elem{ mintat vesziink és a kateg6riakba rendre nv n.,, ... ns elem esik
(wj -f~-n2 . ..-f- ns= n), akkor ezen sorozat révén a diverzitasi index becs-
léséhez juthatunk. A becslés legkézenfekvébb, bar nem minden esetben legsze-
rencsésebb maédja az, hogy ap,valdszin(iségeket az w,/nrelativ gyakorisagokkal
helyettesitjik.

Az utébbi évtizedekben diverzitasi indexek tucatjait irtak le, ill. hasznal-
tdk — elsésorban az dkoldgiaban [1, 4, 7, 8, 15, 18, 19, 23, 27]. Nem vallalkoz-
hatunk sem a részletes torténeti attekintésre, sem a metodikai problémak teljes
attekintésére. Az aldbbi ,diverzitasi index” esete azonban talan jél illuszt-
ralja megfelel6 diverzitdsi indexek keresésének sziikségességét. Elsé pillan-
tdsra az sjn hanyados a lehet6 legkézenfekv6bb diverzitasi indexnek tlinhet.
Hasznalata mégis egyértelmien elvethetd! Ha ugyanis az esetszam re-rél pl.
2n-re nd, akkor a nem lres kategoriak szadma s-r6l nyilvan aligha ndvekszik
kétszeresére. Emiatt n novelésekor s/n egyre kisebb lesz, tehat s/n a teljes
populéaciora nézve nem informativ mér6szam. Az 1. dbran bemutatjuk az s/n
értékek grafikonjat (L még a Diszkusszidt).

A kordbban emlitett SHANNON-index méar jél hasznalhaté diverzitasi
index, azonban minden igényt egymagéban — csaklgy, mint atdbbi diverzitasi
index — nem elégit Ki. Példaul H’ nem kell6en érzékeny a kis frekvenciakra
[16,17], amitobb probléma forrasa lehet. Az is ismeretes, hogy H ’-nek leggyak-

S

rabban hasznédlt H>= — ~ n,/n In n,-/n becslése lefelé torzit, azaz atlagosan
kisebb az értéke a valésagos JT’ értéknél [2].

A fentebb leirt epidemioldgiai statisztikan korabban vizsgaltuk mar a
diverzitas életkor szerinti valtozasait és nemek szerinti eltérését [11]. Erre a
célra és hasonl6é targyld morbiditasi vizsgalatainkra [9, 10] minden esethen az
Un. relativ BRILLOUIN-indexet hasznaltuk a diverzitds mérészamaul. Em litet-
tik azonban, hogy sokféle diverzitadsi index ismeretes az irodalomban. Olyan
szempontrendszert viszont nem lehet alkotni, melynek alapjan konkrét vizs-
galati anyagra nézve valamely index egyértelm(en el6nydsebbnek mutatkoz-
nék az osszes tobbinél. Szamitani kell arra, hogy egyazon vizsgalati anyag
esetében kiilonb6z6 diverzitasi indexek mas és mas jellegzetességet domborita-
nak ki. Kézdlt vizsgalataink eredeti célja éppen az volt, hogy képet nyerjink
a haldlozéasi diverzitas életkor szerinti, ill. nemek szerinti valtozadsanak a diver-
zitasi index valasztasatdl valo fuggésérdl.

Vizsgalati anyagunkra az alabbi diverzitasi indexeket szamitottuk ki:

» S
a) A H’ SHANNON-indexet a H'= — nrfn In n,-/n becsléssel. A becslés

(lefelé) torzitasardl és a kis frekvenciak hattérbe keriilésérdl fentebb szoltunk.



b) A HiLL-féle Naindexcsaladd indexeit a = 1/3, 1 és 2 paraméterrel. Na
képlete [7]:

s i1 | S
S Pf 1-0» kaaft 1, és iVI(= lim Na)= exp — N’p,Inpt.
i=i 1 1 is

Rogzitettpy,p2 ...,psvalészinliségek mellett Naértéke a ndvekediével csok-

ken. Nevezetes tovabba, hogy minél nagyobb az a paraméter, annal inkabb
hangsltlyozza Naa dominans frekvencidkat. A HiLL-indexek bevezetése RENYI

altalanositott entropia-fogalman [22] alapult. Az Na indexek hasznélt Na
becslései:

o 1/3 S . n(n —1
n1l3= ij 13, Ny = eXp - N*EInE VO ( )
Vé]_ n i—j T Tl .
nAni~ 1)
1=
A becslések sajnos nem torzitatlanok; Ny s és Ny lefelé torzit, iV2pedig felfelé.
E harom index egylittese mar minden bizonnyal alkalmas arra, hogy a kis
frekvenciakra valé érzékenységnek az a paramétertdl fliggését konkrét anya-
gunkon megvizsgaljuk.
c) A HURLBERT-féle s(m) indexeket a

2[i_(i _pin (m=12,..)

képlet definidlja [8]. m novekedtével s(m) egyre érzékenyebb lesz a kis frek-
vencidkra. Adatainkra s(10) és s(100) értékeit szamoltuk ki. s(m) jelentése:
talalomra valasztva a sokasadghol m szamu elemet, az altaluk képviselt kate-
goriak szama varhatéan s(m). Becslése:

n — rij n

Hm)- - (m <, re),
ahol (:) a binomialis egyltitthato jele. Ez minimalis sz6rasi torzitatlan — tehat
igen elényds tulajdonsagd — becslése s(m)-nek [24].
d) Relativ BRii/LOUiN-index. Képlete: J = HjHmax, ahol

11*1"'

1=1
a BRILLOUIiN-index, H max pedig Ji-nak az adott re és s mellett lehetséges maxi-
malis értéke [21], Alapvetéen eltér a fentiekt6l és a tovabbiaktdl is abban, hogy
a Hmax-mai valé normalds megoldja a szokasos skaldzasi problémat. J kifeje-
zetten az eloszlas egyenletességét (evenness) méri. Erre a kérdésre még vissza-
térink. A BRILLOUIN-index alkalmazasa azon felfogads jegyében torténhet,
hogy adatainkat nem valamely nagyobb populdciébél szarmazé mintanak
tekintjik, hanem a teljes vizsgaland6é sokasagnak (un. fully censored popula-
tion) [20, 21]. Itt tehat a mintavétel és becslés kérdése fel sem merdl. (A tébbi
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indextdl eltér6en J értékei nem az 6sszevont 1974—1975-6s adatokra, hanem
a fehér férfiak 1975-0s haldloki adataira vonatkoznak.)
e) A logaritmikus sor a paramétere. A frekvenciakhoz illesztett

r

logaritmikus sor ac paramétere a diverzitas klasszikus mérészama akkor, ha az
illeszkedés megfeleld [5, 27], A vizsgalt haldloki frekvenciak esetében ez nem
mondhaté el [13], azonban a-t gyakran ilyen esetben is ajanljak diverzitasi
indexként [14].

f) A Q diverzitasi index. A p, valdszinlségek alsé, ill. fels6 kvartilisét
Psicgyeh ul. PssH'gyel jeldlve, a

Q = s/2 log (psidpvii)

mennyiség a diverzitdsnak UGjabban tébbek 4altal javasolt mérészama [15].
Hasznélt becslése:

Q = s/2log (njn2),

ahol nsl és ns2a csokkendleg rendezett frekvenciak kézil az -edik, ill.

edik ([] az egészrész képzés jele).

g) Az s*j(tindex. Korabbi vizsgalataink szerint az adott frekvenciakhoz
jol illeszthetd csonkitott lognormalis eloszlas [13]. Az illesztés kapcsan a teljes
(elméleti) populacié kategoriaszamanak s* becslése kaphatd, ami természete-
sen soha nem kisebb atapasztalati s kategdriaszamnal, cr-val jelélve a frekven-
ciak logaritmusainak széréasat, az s*/o mennyiség szintén diverzitasi mérészam-
nak tekinthetd [14]. Ha a lognormalitas fennall, akkor E(Q) = 0,371 s*ja,
vagyis az ej-beli Q az s*/<r-nak atlagosan 0,371-szerese [16].

A diverzitasi indexek kiszamitdsa FORTRAN program segitségével tor-
tént.

Eredmények és diszkusszid

Az eredmények bemutatdsdban és diszkusszidjaban az 1. és 2. abra gra-
fikonjaira tdmaszkodunk.

Az 1. abra grafikonjaival kapcsolatban a vizsgalt diverzitasi indexek
alabbi statisztikai tulajdonséagaira hivhatjuk fel a figyelmet: A H\ N, NI és
N 2 indexek grafikonjainak lefutdsa igen hasonld. Kissé eltér N x és iV2 grafi-
konjatdl IVjs grafikonja, f6képp abban, hogy a masik két goérbén a kdzépsé
korcsoportoknal lathato bedblosddés itt eltlinik. Ennek oka az, hogy a vezetd
haldlokok 45—50. év korili igen nagyfokd dominancidja a vezetd frekvenciakra
kevéshé érzékeny iVI/3index értékét kisebb mértékben csékkenti, mint az Nx
és N 2index értékét. A harom grafikon egymashoz viszonyitott helyzete arra
vezethetd vissza, hogy az a szerinti monoton csékkenés folytan N1j3 >iVj > N2

A relativ (I) RniLLOUIN-index (J) grafikonja igen nagy mértékben hason-
lit iVj és iV, grafikonjara. Ez figyelemre méltd, mondhatni varatlan jelenség.
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A diverzitas vizsgalatara aligha alkalmas s/n értékek grafikonja az Na, H”’
és J indexek grafikonjaitdl egyarant jelent6sen eltér, és az 6sszes halalesetek
szamanak alakulasaval van koézvetlen kapcsolatban.

A 2. abra grafikonjairdl:

Az s(100) és s(10) indexek grafikonjai igen hasonld természetliek, és na-
gyon hasonlitanak az 1. &bra IV. NaésJ grafikonjaira. Megallapithatjuk, hogy
az m paraméter 10-r6l 100-ra novelése az index érzékenységét nem befolya-
solja Iényegesen.

Hasonlit az eddig emlitett grafikonokra a grafikonja is. Az eltérés a
45 —50. év korili bedblosédés hianyaban és az utols6 korcsoportokra esé emel-
ked6 szakaszban jeldlhetd meg.

Lényegesen eltér az 6sszes eddigi grafikontél Q grafikonja. El6szor is az
igen nagy elemszamokat tekintve varatlanul szeszélyes lefutastd. Ennek oka,
hogy Q csak az alsé és a fels6 kvartilist képez6 két frekvenciara tamaszkodik,
ellentétben a tobbi diverzitasi indexszel, melyek értékének kialakitasaban min-
den frekvencidnak van szerepe. Az alapvetd eltérés azonban abban van, hogy
Q grafikonjanak a korabban targyalt grafikonokénal 15 életévvel kés6ébb van
maximuma. Masrészt az el6z6 grafikonokkal rokon vonasokat is megfigyelhe-
tink.

s*ja grafikonja a tobbieknél jobban emlékeztet Q grafikonjara. Ez a Q
és s*la kozott fennallé kordbban emlitett 6sszefliggéssel lehet kapcsolatban.

A diverzitasi fazisgorbe

A diverzitasnak két komponense van: az el6fordulé mindéségi kategdriak
szama és az elemek megoszlasanak egyenletessége ezen kategdériak korében. Az
irodalomban ezek megnevezésére a ,,richness” (b&ség) és az ,,evenness” (egyen-
letesség) kifejezés hasznalatos. A diverzitasi indexek egy része (az an. richness,
ill. evenness indexek) az el6bbi komponensek valamelyikét méri, az G4n. dssze-
tett indexek értékét viszont mindkét komponens befolyasolja. Richness index
példaul a lognormalis illesztés kapcsan szamithaté s* elméleti kategdriaszam,
evenness index példaul — mint kordbban emlitettik — a J relativ Bril-
LOUIiN-index. Az evenness indexek széles kére J-hez hasonléan zl/ZImax alak,
ahol A valamely &sszetett diverzitasi index, Amax pedig az adott 6sszelemszam-
hoz és kateg6riaszamhoz tartozé maximaéalis A érték. Konnyen beladthatjuk,
hogy az Naindexek esetében Na max mindig Nas vagy Na/s* aszerint, hogy
a tapasztalati vagy az elméleti kategoriaszamot vessziik-e alapul. Az dsszetett
indexekhez tartoznak példaul az s(m), Na, H’, H indexek, minthogy ezeket
mind a kategdridk szdma, mind a megoszlas egyenletessége befolyasolja.

Az Osszetett diverzitasi indexek kétségtelen elénye, hogy értékik kiala-
kitdsdban a richness és az evenness komponens egyarant szerepet jatszik,
tovabba alkalmasak kilénbdz6 populacidok diverzitdsdnak szamszer( dsszeve-
tésére. Ujabban azonban egyre gyakrabban vetik fel a kérdést: elegendé-e a
diverzitasi attribGtum leirdsara egyetlen paraméter. Nyilvanvaldé, hogy tobb
diverzitasi paraméterrel pontosabb leirdst adhatunk. Masrészt viszont valé-
szinl, hogy két paraméter — példaul a (richness, evenness) par — hasznalata
mar elégséges [3]. Ha két diverzitasi paraméter idébeli valtozasat kivanjuk
nyomon kovetni, akkor igen el6nyds lehet a richness —evenness fazissikban valo
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mi'gjclcnités [3]. Roviden beszamolunk ezen elemzési moddal nyert tapaszta-
latainkral.

Adatainkra az s NII\t/X Ni parokat abréazoltuk, 6sszekodtve
az idében egymast koveté allapotokat (3. abra). Eltekintve a kisebb valtoza-

s*

3. dbra. A diverzitasi fazisgorbe az NJs* evenness-index és s* richness-index egyittes valtozasat
szemlélteti

Fig. 3. The diversity phase curve shows the simultaneous changes in the N”s* evenness-index
and s* richness-index
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sok kovetésété6l — ezek részben amugy is mintavételi ingadozasokbol eredhet-
nek — a 3. abran betétként lathatéo séma szerint karakterizalhatjuk az egyen-
letesség és kategOriaszam egylttes valtozasat. Megallapithatjuk, hogy a val-
tozas természete és mértéke életkoronként egészen eltéré képet mutat. Kilo-
nosen hasznosnak gondoljuk a fazissikban térténé abrazolast a diverzitas id6-
beli valtozasainak modellezésekor a modell alkalmassaganak vizsgalatara.

A konkrét eredmények ismertetése utan talan célszerl kilén is kitérni
azon altalanosabb kérdésre, hogy milyen esetben melyik diverzitasi index
hasznalata ajanlhaté. A valasz a lehetséges kdrimények sokrétlisége miatt
teljes altalanossagban nem el6legezhet6 meg, azonban elmondhaté néhany
iranyelv. EI6szor is, a diverzitasi index megvalasztasakor két kiilénb6z6 szem-
pontot kell szem el6tt tartani: egyrészt tisztdzandd, hogy a kis, a kdzepes vagy
a dominans frekvencidknak szanunk-e nagyobb szerepet a diverzitasi index
kialakitasaban. Mas oldalrol azt kell figyelembe venniink, hogy kis vagy nagy
mintarol van-e szo.

Az els6 szempont tekintetében a vizsgalati koncepci6 a meghatarozo.
Példaul populaciédinamikai diverzitasvizsgalat alkalmaval hiba lenne a kis
frekvenciak szerepének hattérbe szoritasa. A kis frekvenciaju géneknek a diver-
zitasi index kialakitasaban is célszer(i evolicios szereplikhéz hasonldéan szam-
szer(i aranyuknal lényegesen nagyobb szerepet adni. Az irodalom és sajat ta-
pasztalataink alapjan azt mondhatjuk, hogy pl. az N /3 vagy IVpg HiLL-féle
diverzitasi index biztositja a kis frekvenciak kell6 szerepét. (Széls6séges eset-
ként, NOvalasztasaval anem (res kateg6ridk puszta szdma is ,visszakaphaté”,
mely persze mar semmiféle aranystruktirarél nem informal.) Hasonlé ered-
meényt érhetiink el az s(m) indexszel, ha az m paramétert nagynak (az n 6ssz-
esetszamhoz kozelinek) valasztjuk.

Mas esetekben fontosabb lehet a dominans frekvencidk aranystruktdra-
janak el6térbe helyezése. Példaul a haldloki struktira diverzitasanak tanul-
manyozasakor a ,nagy” mozgasok figyelemmel kisérésére gyakran a vezetd
20—30 halalok szerepét hangsulyozé diverzitasi indexet kell valasztani. Prak-
tikus szempont is szélhat a kis frekvencidk hattérbe szoritdsa mellett: epide-
miologiai statisztikdk készitésekor példaul a ritka diagndzisokat legtobbszor
,egyéb” kategoria(k)ba gyf(jtik. Ekkor a kis frekvencidk bevonéasarél eleve le
kell mondanunk. Az ebbdl ad6dé torzitds nyilvan a kis frekvencidkat nem
hangstlyoz6 diverzitasi indexek esetében csekélyebb. A dominans (és kisebb
mértékben a kdzepes) frekvenciak hangsllyozasara alkalmas diverzitasi index
lehet Nv N 2 ET vagy s(2).

A kiugréan nagy és az egészen kicsiny frekvenciaju kategoriak szerepé-
nek egydittes kiiktatdsara hivatott Qindex bizonyos entomoldgiai és florisztikai
statisztikak esetében valt be [15, 16, 17], a mi epidemioldgiai anyagon nyert
eredményeink 6vatossdgra késztetnek. Q hasznalata egyébként is csak nagy
szamU (100 korali) kategdria esetén johet szdba.

A mintavételi szempontok vonatkozédsdban nem a vizsgalati koncep-
ci6, hanem a matematikai statisztikai kérdések figyelembevételével kell donte-
nink. Altalanossdgban azt mondhatjuk, hogy az s(m) becslés torzitatlanséaga
a HURLBERT-indexeknek nagy el6nyt ad a Hiix-indexekkel szemben. Csak-
hogy ez az elény nem mindig érvényesithet6. Vizsgalataink sordn ugyanis
altaldban tobb populdcié diverzitasat kivanjuk oOsszevetni. Ha a populaciok
nagysaga lényegesen eltér6 — mint epidemiol6giai vizsgéalataink esetében is —,
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akkor nem valaszthaté olyan k6zés m paraméter, mely mellett s(m) minden
populacidra nézve kell6 mértékben hangsitlyozna a kis frekvenciakat. A Hini-
indexek esetében viszont ilyen problémaval nem kell szamolnunk. Ezért aztan
gyakran nehéz valasztanunk a torzitatlansadgot biztosité s(m) és az egydnteti
érzékenységet nyujté Naindexek kozott.

Végil is a targyalt diverzitasi indexek haszndalatat illetéen tanacsunkat
a kovetkez6képpen vazolhatjuk:

— ha a kis frekvencidknak is stlyt akarunk adni, akkor nagy esetszam
mellett a diverzitdsnak alkalmas mérészama lehet az N 13vagy N V2index. Kis
esetszam és kozel azonos populacioméretek mellett pedig olyan s(m) index
ajanlhaté, ahol m az n dsszesetszamnal alig kisebb paraméterérték.

— ha a kis frekvenciaknak nem akarunk sulyt adni, akkor nagy eset-
szam mellett N1? 1V2, H’ vagy s(2) hasznéalata, kis esetszam mellett példaul
s(2) hasznéalata javasolhato.

— ha a kiugréan nagy és az egészen kicsiny frekvencidkat teljesen mel-
16zni kivanjuk, akkor Q hasznalata johet szédba. (Az a és az s*ja diverzitasi
index hasznalata csak illesztési vizsgalatok utan vetédhet fel.)

6sszefoglalas

Osszefoglalva a grafikonok leirasat, megallapithatjuk, hogy az egészen
eltérd természetl diverzitasi indexek meglepéen hasonlé mddon tudésitanak a
diverzitas életkor szerinti valtozasairdl. Példaul szinte egységesen a 20—24
évesek csoportjanal mutatjak a diverzitds maximumat, melyet tobbnyire gyor-
sabb, majd lassubb ttemi diverzitascsokkenés kdvet. Gyakori a 45—50. év
korili bedblosodés is, amit minden bizonnyal civilizaciés hatasnak tulajdonit-
hatunk. (Ez a néger férfiaknal kisebb mérték(, néknél pedig gyakran el is
marad [11].) Konkrét anyagunk esetében tehat a szamitott diverzitasi indexek
mindegyike széba johet diverzitasi mér6szamként. Egyediil a Q és s*/a indexek
grafikonjainak helyenként szeszélyes viselkedése kedvezdtlen, és a tobbieké-
t61 eltéré lefutdsuk elgondolkodtaté.

Igyekeztink konkrét vizsgalati anyagunktél némiképpen elvonatkoz-
tatva, altalanos tanadcsokat vazolni az alkalmas diverzitasi index valasztasa-
hoz. Arra a kdvetkeztetésre juthattunk, hogy minden szemponthdl legelény6-
sebb diverzitdsi index nincsen. Masrészt viszont a grafikonok meglehetésen
egyontetd lefutdsa arra utal, hogy nagy esetszamok mellett egészen kiilénb6z6
diverzitasi indexek is hasonl6 mddon tuddsithatnak a diverzitds valtozasairdl.
Ami a mindmaig legelterjedtebb H' SHANNON-indexet illeti, diverzitasi grafi-
konjaink hasonlésaga arra utal, hogy hasznalata semmiképpen sem elvetendd.
Hasznalatakor azonban nem allithatjuk be a kis frekvenciakra valé érzékeny-
séget. Tovabba kis elemszamok mellett zavard lehet a becslés (lefelé) torzitasa.
H’ helyett az N x= exp (ff’) index hasznéalata mellett sz6l az N 1becslés kozel
normalis eloszlasa is [16], ami statisztikai szempontbdl jél kihasznalhaté koril-
mény.

Végil megallapithatjuk, hogy az ismertetett fazisgérbe elemzése az id6-
beli diverzitasvaltozasok vizsgalatanak kiléndsen alkalmas eszkdzévé valhat.
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COMPARATIVE STUDY OF DIVERSITY INDICES ON MORTALITY DATA

Izsak, J.
College of Finance and Accountancy, Zalaegerszeg Institute, Zalaegerszeg, Hungary

Diversity studies have been used for a long time in several fields of biology — especially
in ecology — as a means of statistical analysis. The analysis of the diversity indices can be
useful in epidemiology, too. Besides the numerous publications related to mathematics, a lot
of people have dealt with the empirical characteristics of the different diversity indices, but
mainly on zoological and botanical materials. Therefore, after the first epidemiological diver-
sity studies carried out by the so-called relative Britiouin index, we thought in necessary to
carry out the diversity studies by other diversity indices. Our studies have been based on the
1974 and 1975 United States mortality statistics so that the number of death cases of the
white males for the two years were combined. The categories were made up by 161 ICD cate-
gories included in the study. The diversity indices were calculated for 5-year age groups. The
change of diversity according to age was shown on diversity graphs. The discussion is based
primarily on these diversity graphs. The following diversity indices were calculated: Sshannon
information index (H”), Hir1’s diversity index with a = 1/3, 1 and 2 parameters (Nx'3 Nx N 2,
Huribert's diversity index with m = 10 and 100 parameters [s(10), s(100)], the Q index
based on the interquartile range, relative B rit1ouin index (l), and the s*/er diversity index
related to the fitted lognormal distribution. It can be stated that the curves of the majority of
the graphs are rather similar. The diversity peak around the 20th—24th year of age is charac-
teristic, which is usually followed by a monotonous decrease in diversity. In the middle age
groups a hollowing is added, which could be due to civilizational influence, and which is empha-
sized more by the indices more sensitive to greater frequencies. The biggest deviation from the
general graph curve can be seen in case of the Q-graph. It is quite noticeable that the curve of
the Q-graph in spite of the great number of cases is erratic.

According to the graphs, even nowadays the most used Shannon index calculations
could be appropriate in epidemiological statistics, in spite of its limitations. As a summary of
our experiences we suggest concrete diversity indices for the different cases of sensitivity to
small frequency and of sample size.

Finally, we describe how the simultaneous examination of the richness and evenness
components of diversity is possible by the so called diversity phase curve.
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KONYVISMERTETES

Etolégiai Szeminariumok 1979. (Szerk.: csanyi Viimos) Biolégiai Tanulméanyok c. sorozat
(MTA Biolégiai Osztalya kiadasédban) 8. kdtet. Akadémiai Kiad6 Bp. 1982.

A viselkedéstani kutatasok — ahogy vilagszerte — igy hazénkban is elismerésre és figye-
lemre mélt6 el6retdrésének lehettiink tanti az utébbi évtizedben, s ezt bizonyitja az MTA Etold-
gidi Munkabizottsdga altal kétévenként megrendezésre keriil6 konferencidk vitaanyaga is.
Az 1979 G&szén Szegeden lezajlott vitaiilés elméleti témaju el6adasainak gy(jteményes kotete-
ként jelent meg a fenti kiadvany. Az ott elhangzott referatumokbdl valogatva 6 dsszefoglald jel-
legli dolgozatot kot csokorba, ezek az etolégia néhany fontos elméleti alapkérdésének legujabb
szintézisét tarjak az olvaso elé.

Az els6 dolgozat (székely Sandor) a magatartads variabilitdsat elemzi; ennek soran az
inter- és intraspecifikus viselkedésbeli eltéréseket, ill. az individudlis viselkedés variabilitasat
ktlén-kulon is taglalja.

Havas Istvan és Kabai Péter a magatartas struktlGrajarol irt 6sszefoglalé attekintést
els6sorban maédszertani szempontok alapjan (a magatartas-szekvenciak tesztelési maddjairdl és
a magatartds dinamikajarél eddig késziult modellekrél).

Buzsaki Gyorgy az eddigi klasszikus (pavlovi) és instrumentalis tanuldselméletet (j
megvilagitasba helyezve az egységes tanuldsi térvény szikségességét hangsiulyozza, amely mind
az 6roklott, mind a szerzett viselkedés elemzésére felhasznalhato.

CsanyiVilmos is egy Uj tanuldselm életre irdnyitja a figyelmet, visszany(l a magatartas-
nak az els6 dolgozatban mar targyalt variabilitdsdra (ennek fizioldgiai, genetikai, evollcidés és
ontogenetikus tényezd6ire), és tovabblép a magatartast szabalyoz6 modellek terén, kiemelve a
tanuléas folyamatadnak azt a leglényegesebb tulajdonsagat, amely a magatartas variabilitdsadnak
fokozatos csokkentésében jut kifejez6désre.

Nagy Andras a magatartdsgenetika néhany elméleti kérdését taglalva, kvantiativ gene-
tikai megkozelitésben féleg az iranyitott dominancia meghatdrozasa, a magatartas genetikai
felbontasa és az egyedi génhatdsok terén mond sok Ujat.

Végul a tdrsas magatartas evollucidja témakorében Sasvari Maria féleg a mai etolégia
egyik legvitatottabb tertletén, az altruizmus evollGciéjat, tovabba a IIAMILTON-térvényt,
a rokonséagi tedriat, valamint a szul6 és utédai kdozotti kapcsolatot elemz6 elméleteket (szulgi
raforditds-, konfliktus-elm élet) teszi vizsgalat targyadva szociobiolédgiai alkalmazhatésdguk
szempontjabol.

Osszegezve megallapithato, hogy a véalogatott tanulmanyok Gjszeri mondanivaléi a leg-
Gjabb irodalmi adatokra tdmaszkodd (és irodalomjegyzék segitségével tovabb elemezhet§) ma-
gasszint(, sajat, hazai kutatdmunkakrol tantGskodnak, ezek elméleti eredményeit tarjak az ol-
vaso elé. Bar a szerz6k érthet6ségre torekedtek, a kiadvany jellegénél fogva nem kénny( olvas-
maéany, csak kell6 felkésziiltségliek és az etolégia elméleti kérdései irant fokozott érdekl6dést
mutatok szamara ajanlhaté.

Széky Pal

PalkoVviTS Mikl16s: Utmutatd és atlasz patkanyagy sejtcsoportjainak izolalt kivételére. (Guide and
map for the isolated removal of individual cell groups from the rat brain.) Akadémiai Kiadd,
Budapest, 1980.

A Magyar Tudomanyos Akadémia Biol6giai Tudomanyok Osztalyadnak Bioldgiai tanul-
manyok sorozataban jelent meg Palkovits dr. tanulmaénya.

Palkovits dr. 1973-bank6z6lt (Brain Research, 59, 449 —450, 1973) komoly nemzetkozi

sikert kivaltott médszerének részletes magyar leirdsa. EI6szor keril magyar nyelven e médszer
leirasra, amelyet ma mar nagyon sokan punching technikanak neveznek. A neurokémiai méré-
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maddszerek finomodasdnak kovetkeztében a kdzponti idegrendszeri kutatdsokban igényként
jelentkezett az agy kiilldnb6zé teriileteinek izolalt vizsgélata. A kényv érthet6ségét nagymeérték-
ben néveli, hogy a médszer egyszer(i leirasa mellett (lasd 13—22. oldal) a patkdnyagy kulon-
b6z6 régidinak és magvainak topogréafiai leirasdhoz (lasd 2. fejezet) 72 frontalis siki metszetet is
tartalmaz, amely a kutaté, az érdekl6d6 szaméra rendkivili segitséget jelent. A bulbus olfact-
roiustdl a gerincvel6ig egymastdl 300 /un tavolsdgban készitett 72 frontalis siki metszetet mu-
tat be a szerz6 tizenkétszeres nagyitdsban. Kévetendd példanak tartom, hogy a kdtetben he-
lyenként az anyag értelmezésénél angol nyelv( leiras is megjelenik. Paikovits dr.-t egyébként
is vilagos, kdnnyen érthet6 szoveg jellemzi.

A kotet kiadasa hézagp6tlé jellegl, neurokémikusok, neuroanatdémusok, neurofarmako-
légusok és altaldaban a kdzponti idegrendszerrel foglalkozé kutaték szamara elengedhetetlen
mindennapi seeitséget fog nyujtani, ha a kotetet laborjuk polcardl levehetik.

Vizi E. Szilveszter

A sejtosztédas szabalyozasa és befolyasoldsa. Lapis Karotly ésJeney Andras (szerk.) Akadémiai
Kiadé Budapest, 1981.

A kotetben négy orszag nemzetkozileg elismert szakemberei alapvetd kritikai 6sszefog-
lalast adnak a kisérletes orvostudomany egyes alapvet6 kérdéseirl. Valtozatos az egyes fejeze-
tek anyagkivélasztasa és valtozatos a feldolgozas médja is. A szerz6k a valasztott fejezetben
a legljabb eredményeket is megfelelé perspektivaba tudtdk helyezni.

A konyv harom f6 részében mintegy 18 fejezetben targyalja a sejtproliferacié lehetséges
modjait és ezzel dsszefiiggésben a sejtdifferenciacié lehetséges terapias befolyasolasat.

A sejtosztédas altalanos torvényszerliségeit targyald rész keretében a szerzé (Lapis
Karoty) a sejtrendszerek ndvekedésének altalanos jellemzését és a sejtpopulaciék kinetikai
tanulméanyozasanak jelentéségét értékeli. Részletesen elemzi a novekedés és a sejtproliferacio
kozotti 6sszefliggést. Megallapitja, hogy a sejtpopuléaciés kinetika ma olyan multidiszciplinaris
tudoményag, amely a molekuléris szinten foiy6 kutatdsokt6l a szervezet szintjéig terjed6 kuta-
tdsokat egyarant igényli. Elemzi az ép szdvetekben el6fordulé sejtproliferacié 3 tipusat a) gyor-
san megUjuld sejtpopuléaciok, b) lassan megujulé sejtpopuléciék, c) proliferaciéra képtelen popu-
laciok — ez utébbi csoportba az erésen differencidit specializalt sejtek tartoznak, pl. a kdzponti
idegrendszer sejtjei, a periférias idegek neuronjai, valamint az epidermisz elszarusodott sejtjei
és a polimorf magvu leukocitak.

Foglalkozik a sejtproliferacié szabalyozéasanak kiilonb6éz6 szintjeivel is. A sejtpopulacids
kinetikai ismeretek elméleti és klinikopatol6giai jelentéségével kapcsolatban tobbek kdzott em-
liti ezen ismeretek fontossdgat a daganat-kemoterapidban els6sorban, mivel a gyégyszerek nem
szelektivek, hanem ilyen vagy olyan mddon altalaban gatoljak a sejtproliferaciot. A terapias be-
avatkozas legfontosabb célja, hogy a lehet6 legnagyobb mértékben csokkentse a daganatos 6s-
sejt alloméanyt, meggatolja a megujulasat igy, hogy ekdzben minél kisebb mértékben karosod-
jék a normalis szovetek Gssejt allomanya, ill. felépiilése minél zavartalanabb legyen. Osszegzé-
sil megallapitja, nagyon fontos a kis metasztazisok novekedési sajatossagainak alapos ismerete.
Ki kell fejleszteni olyan technikéakat, amelyekkel lehetévé valik a betegnek a sejtpopuléciés
paraméterek — koztiik az &ssejtfrakciok mindenkori nagysadganak gyors és kezelés kozben tor-
téné ismételt meghatarozasa.

Az Gssejtek természetérél és szabalyozasarél irva az altalanos definicion tal a szerzé,
Lajtha Laszie részletesen elemzi a hemopoietikus rendszer §ssejtjeit, az epitelialis &ssejteket
és az Gssejtek patoldgiajat. Ez utébbi keretében kiemeli, hogy itt inkdbb a névekedésszabalyo-
zas hatékonysaganak mennyiségi valtozasardl kell beszélniink, mint az osztédas szabalyozasa-
nak hidnyarél.

A sejtosztodas mechanizmusanak és szabalyozasanak molekularis alapja c. fejezet tar-
gyalja azokat az extra- és intracellularis regulator anyagokat, amelyek hatdsmoédjanak ismerete
a lehetséges Gt arra, hogy a sejt proliferaci6-szabalyozas megvaltoztatasara iranyulé torekvé-
seinket realizaljuk.

A nyugvé és proliferal6 sejtultrastruktiréaja fejezetben imponaléan gazdag és szép kép-
anyaggal alatamasztva értékes 0j adatokat talalunk a sejtciklus soran megfigyelhet6 morfolo-
giai valtozasok citokémiailag is jol kimutathaté alapjair6l.

A sejtosztddas az egyes szovetekben f6 cim alatt keriilnek targyaldsra a hemopoietikus
sejtpopulacié osztédasanak és differencialédasanak szabalyozasa, tovabba a bélhdmsejtek osz-
tédéasa és differenciadlédasa, valamint a majszovet sejtproliferaciés kinetikai allapota.

A sejtosztodas néhany kérdése az orvosi gyakorlatban cimszé fejezeteiben a sejtprolife-
racié néhany klinikai vonatkozasat, valamint a human limfocitak fiziolégias és patoldgias proli-
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raciok kozott az 6sszefiiggés gyakran atmeneti, ennek kapcsan hosszan tarté immunproliferacio6
malignus proliferaciéba mehet 4t. A sejtosztédas és malignitas témakdrben in vitro vizsgaléda-
sokat irnak le a kémiai karcinogenezisrél, részletesen elemzik a malignus atalakulds folyamatat.
Foglalkoznak az in vivo karcinogenezisben torténd sejtproliferaciéval.

A kisérletes daganatok sejtkinetikaja és az emberi daganatok sejtkinetikaja fejezetben
moédot adnak az olvasénak az experimentalisan kialakitott és az emberben megfigyelheté daga-
natok bioldgiai viselkedésére vonatkozé szamos Uj megfigyelést igen érdekes 6sszehasonlitdsban
attekinteni.

A sejtosztodas befolyasolasa témakorben 6t fejezet talalhat6. Ezekben a szerzék vizsga-
lédasuk targyava teszik a sejtproliferacié endogén serkentd és gatlé anyagait, a sejtproliferacio
exogén stimulalast, az ionizal6 sugarzas és a sejtkinetika kapcsolatat. A proliferalé és nyugvo
sejtek daganatellenes szerekkel szembeni eltér6 érzékenységének lehetséges okait és a sejtproli-
ferdcio vegyszeres gatlasanak kérdését vizsgalva fontos gyakorlati Gtmutatdsokat is adnak a
szerz6k, igy pl. tablazatban foglaljak 6ssze a citosztatikumokat timadasi helyik szerint. Szem-
pontjaik a raciondlis daganatkemoterapias kezelésnek jelentds torekvéseit és 1épéseit jelentik.

A konyvben a fejezetek végén az adott kérdéskor legfontosabb irodalmi forrasmunkait
talaljuk. Az &abrék kitin6en illusztraljak a széveget, a tdblazatok kilén kiemelik a Iényeget.

A kényvvel végeredményben anyagaban tomaor, részleteiben csaknem teljes képet kap
kézhez az olvaso, egyduttal uj oldalardl foglalja O6sze és egésziti ki ismereteinket.

Kapa Eszter

R. Knippers: Molekulare Genetik. Georg Thieme Verlag, Stuttgart—New York 1982, 444.,
DM 54—

A molekularis genetika targykorének meghatdrozédsa sohasem volt kénny(l feladat.
Ma azonban kiillondsen nehéz, mert a targy szinte elnyeléssel fenyegeti az egész klasszikus gene-
tikat. Az elmult években megjelent dsszefoglaldé genetika tankényvek tobbsége nem a formalis
genetikaval, hanem a DNS szerkezetével kezdi a targyaléast, és anyaguknak nagy része nyugod-
tan nevezhet6 molekularis genetikdnak. Megforditva a gondolatot: kK nippers U], atdolgozott
tankdnyve szinte teljes érték(i genetika. Nincs tehat sok értelme a diszciplina kdriilhatarolasa-
nak vagy a polémianak, hogy ez vagy az a hatarteriilet miért keriilt bele vagy maradt ki a
kényvbél. Egyértelmien 6rommel kell Gdv6zéini, hogy olyan mi sziletett, amely korszer(ien,
széles latokorrel, kdzértheté nyelven, kitliné 1ényegmegragadé képességgel foglalja 6ssze a tar-
gyat. A targyalds szintje és az el6adas mdédja sokban emlékeztet w atson klasszikus konyvére
(A gén molekularis biol6giaja), de annal tankényvszer(ibb, azaz jobban tgyel arra, hogy a sziik-
séges tényanyagot ismertesse még akkor is, ha az nem szolgal nyilvanvalé didaktikai célt. Ezt a
tankdnyvszer(iséget hangsilyozza a kitlin6 metodikai zaréfejezet, amely rovid ismertetést ad a
legfontosabb molekuléris biolégiai médszerekrdl (szandékosan irok molekuléris biolégiat gene-
tika helyett, mert ez a médszertani fejezet szinte kizdr6lag DNS-biokémiai technikakat ismer-
tet, genetika alig van benne). Természetesen e fejezet (nagyon helyesen !) csak eligazitd, meg-
értetd jellegl, és nem pétolja a technikdk alaposabb megtanulasat.

Knippers konyve melegen ajanlhat6é leendd molekularis biolégus kutatéknak a targyba
valo els6 bevezetésként és valamennyi biolégus szakembernek, aki a molekuléris genetika terii-
letén fel akarja frissiteni rendkivil gyorsan avulé alapmiiveltségét. Nagyon kivanatos volna egy
gyorsan elkészilé magyar forditas is (a ,,gyors” jelz6 fontos !).

Tokéletes volna tehat ez a kis kdnyv? Természetesen nem. Hibdiért azonban els6sorban
nem a szerz6, hanem a targy a felel6s. Elssorban azon lehet vitatkozni, hogy az eukariotak
molekuléris biolégiajabol mit és mennyit sziikséges targyalni egy ilyen tipusd 6sszefoglaléban.
Szinte mindenki, sajat érdekl6dési teriiletének megfelel6en vitathatja egyik-masik fejezet indo-
koltsadgat, vagy reklaméalhat hianyokat. Ugyancsak a targybdl, pontosabban annak jelenlegi
helyzetéb6l kovetkezik, hogy szdmos olyan tény keriil emlitésre, amelynek jelenleg még hiany-
zik a magyarazata, de a szintézis a kozeljovében varhaté. llyen esetekben vitathatd, hogy
helyes volt-e a targyalas.

Végil az utolsé kifogas: A fejezetek sorrendje, illetve a targyalas logikaja sok esetben 6n-
kényesnek tlinik, nem eléggé éplilnek egymasra az egyes részek. Ez természetesen maximalista
igény; e sorok ir6ja nem tudna megmondani, hogy lehetséges-e a targy szigortan logikus, linea-
ris vonalvezetés(i ismertetése; mindenesetre az ismert hasonlé profild tankényvekben ez sehol
sem sikerlt.

Knippers kdnyve a m(ifaj kival6 darabja. Az el6szé tanGsaga szerint a szerz6 nehezen
szanta el magat a teljes atdolgozasra (a konyv els6 kiadasa 1971-ben jelent meg), vonakodasat

207



tanitvanyai gy6zték le azzal az érvvel, hogy eteriilet valéban korszer(i tdrgyaldsa hianyzik mind
a biokémia, mind a genetika tankdnyvekbdl, és a konyv hézagp6tlé lesz. lgazuk volt.

Venetianer Pal

Emil Maller—W olgang Loeffier: Mykologie. Grundriss fir Naturwissenschaftler und Medi-
ziner. Georg Thieme Verl., Stuttgart—New York, 1982., DM 34.—

E gondosan kimunkalt, vilagos és témar stilusd konyv — melynek korabbi kiadasai sem
ismeretlenek a hazai szakemberek kdrében — hasznos vezérfonal az altalanos mikoldgia alapjai-
nak elsajatitdsahoz. A m{ a valédi gombak (Eumycola) mellett foglalkozik a nyalkagombékkal
(Myxomycota), melyek a Protista orszagba tartoznak, valamint a Mastigomycolina-ba sorolt,
a valédi gombak kozil zommel szintén kizdrandé fajokkal is. Révid és vilagos attekintést ad
rél, élettanarél, rendszerezésérél. Ezeken tdlmenden, ill. beliil a gombagenetika, conidium-onto-
genia, paraszexualitas lényegével is megismerteti mind a human-, mind az &llatorvostudoma-
nyok kilonbdz6 agaiban tevékenykedd szakembereket. A természettudoméanyok egyéb teriile-
tein bavarkodék is haszonnal forgathatjak e zsebkdényvet, melynek éppen nagyséaga, formatu-
ma zarja ki, hogy a teljesség igényével lépjen fel. Ezért igen roviden sz6l — az alkalmazott mi-
kolégia fejezetben — a névényi, allati, valamint emberi gombas megbetegedésekrdl és ezek tera-
allergia is sorban bemutatasra kertl. A rovid irodalmi 6sszeallitds a mikoldgia kiildnb6z6 teri-
letein valé eligazodast segiti el6.

Semmit nem von le a mi értékébdél, ha megemlitjik, hogy az emberpatogén gombékkal
foglalkoz6 szakembert zavarhatja a Microsporum genusnév helyenkénti felcserélése a taxono-
midikig helytelen Microsporon-nal. A Trichophyton (T) mentagrophytes var. mentagrophytes he-
lyett a T. mentagrophytes szerepeltetés kissé régiesnek tlinik.

A 366 oldal terjedelm, 188 igen finoman, minuciézusan kidolgozott vonalas &4brat, vala-
mint 31 tablazatot tartalmazé zsebkdnyv negyedik kiadasa is ligyes eszkdz lesz az e teriilet
irant érdekl6d6k mindennapi munkajaban.

Galgoéczy Jozsef

Friedrich G.Barth: Biologie einer Begegnung. — Die Partnerschaft der Insekten und Blumen.
Deutsche Verlags-Anstalt GmbH, Stuttgart, 1982.

A viragos novények jelentds részének idegen megporzasaban —a viz és a szél sodrdé haté-
sa mellett —arovaroknak (trépusokon ezenkiviil a madaraknak és az emlésok koziil a denevé-
reknek is) fontos, aktiv szerepiik van. Ez a ndvény és allat kozotti egymasra utaltsdg — amely
az élgvilag evollcidja soran rendkivil valtozatos formaban, szinte csodéalatos ésszecsiszoltsag-
ban és viselkedésbeli gazdagsadgban alakult ki — a hiolégia egyik igen érdekes témakore; ezt
szdzadunk eleje 6ta mar tobb dnallé, 6sszefoglalé munka valasztotta mondanivaldjaul, s6t nem-
régen nalunk is készilt ilyen (ez a Biolégia Aktualis Problémai c. sorozat 24. kétetében a 145—
245. oldalakon olvashat6; Medicina Konyvkiadé, Budapest, 1982).

Legljabban a stuttgarti Deutsche Verlags-Anstalt kiadasaban G. Bartn zoolégus tolla-
bél jelent meg a fenti cimmel egy ilyen témaju, korszer(, 304 oldalas, 24 gyényor( szines képpel
és 110 fekete-fehér abraval illusztralt, izléses kényvkiadvany, amely a virdgos ndvény és a meg-
porzé6 rovar kapcsolatat sokoldalGan, igényesen, de ugyanakkor elétanulmanyok nélkil is kony-
nyen értheté nyelvezettel targyalja.

Bevezetdil a partnerkapcsolatok érdekes példajaként a fiige és a fligefémdarazsak egy-
masra utaltsdgat, az on- és idegen-megporzas lényegét, utobbinal a megporzé rovarok szerepét
targyalja (amit az itt olvashatd idézetek tan(sdga szerint K onrad Sprenget, Majd Charites
Darwin Mar oly éles szemmel felismert). Ezutan a Szerz6 sorra veszi a virdgot latogaté rovar-
csoportokat (poszméheket, méheket, egyéb hartyds szarnyd rovarokat, legyeket, bogarakat,
lepkéket, poloskakat), és vazolja a megporzas szempontjabdl kiemelked6 jelent§ségli méhek
tarsas életét.

Klén fejezet sz6l aviragporrol, a nektarrél, a virdgszerkezet és a megporzast végz6 rova-
rok testfelépitésének Osszehangoltsagéarol. A virdg és rovar taldlkozdsa szempontjabol donté
fontossagu a rovar tajékozodoképessége, szinlatasa, a névény részérél pedig a virdgszin ésrajzo-
lat, valamint a formabeli sajatossag, amely a megporz6 rovar szaméra csalogaté és Utjelzé jel-
legli informécidkat szolgaltat. Mindezeket a legljabb okofiziolégiai kutatasi eredmények fel-



hasznalasaval targyalja a kényv. Ezutdn a virdg és rovar kapcsolata szaméra szintén fontos
viragillat és rovar-szaglas viszonyéat elemzi a szerz6, részletezve a rovar szaglészervének anaté-
midjat és fizioldgiajat, a rovarnak a szagtérben vald tdjékoz6doképességét, az ide vonatkozé
kisérletes vizsgélatokat, a rovarcsoportok kozétt e téren mindmaig ismert viselkedésbeli eltéré-
seket.

Kilon is tdrgyalja a konyv a tanulas és a felejtés szerepét a rovar megporz6 tevékenysé-
gében, az id6tényez6t, a tarsas életet él6 rovarok egymast informalé viselkedésének szamos ér-
dekes részletét, majd zar6 témaként a kdlcsdnkapcsolat evollciés kialakulasat ismerhetjiik meg
a konyvbél. A kiadvanyt a fejezetek szerint taglalt, béséges irodalomjegyzék és targymutato
teszi teljessé.

A konyv tartalmanak vazlatos attekintése azt sugallja, hogy ezt a sokoldald, 6sszetett,
interdiszciplinaris témakadrt feldolgozé kiadvanytbotanikus és zoolégus, 6kolégus ésfiziologus,
etolégus és kdrnyezetvédd szakember egyarant haszonnal tanulmanyozhatja, sét a szép és gaz-
dag abraanyag segitségével a német nyelvben kevéshé jaratos laikus is sok érdekes ismeretet
szerezhet.

Széky Pal
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