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Az in vivo véralvadasgatias stratégiaja
kis molekulasilya inhibitorokkal

wNem szabad azonban elfe¢&dt9ﬁgnk hegy ez in vitro
kisérletek mellett vissza woll :érelnk zrra a keép-
désre,hogyan mikodnek az enzimerx 3 sg¢jien beld!
Amit in vitro ldtunk,azt nem lehet ninden tovabbi
nélkil az €16 sejtbe nemagyardzinunk .’

Straub F.B.: Bickémia. Medicina,1965.

A tankonyvi idézet tapasztalataim szerint a tes foiyadeékok zimo-
génjeire és az enzim-inhibitorokra is 411. Az erzimgdtlds elmele~
ti kérdései sok tekintetben tisztdzottak.Gyakoriati vonatkozdsaik
sokkal kevésbé.

wProteinase inhibitors as potential drugs?" - ez a kérdés
nem véletlenidl cime az enzimgdtldkra mint gydgyszerekre vonatko-
z6 tanulmdnyokat osszefoglald kismonografia egyik fejezetének./14/
Szerz6je valaszdnak lényege : nagyon kevés ilyen gydgyszer van,
ha van egydltaldn kétségtelenil bizonyitott hatdsd. Nem vitathatad
viszont az endopeptiddzoknak az é16 szervezetben betoltctt sckol-
dalld szerepe. S az is dltaldnos nézet, hogy az Ujabb alapkutatdsi
eredmények ismeretében enzim-inhibitorok gydgyszerré vald fejlesz-
tésére Uj lehetd6ségek nyiltak meg.

A trombdzis bioldgidjardl megjelent egyik dttekintd tanui-
many /35/ a vérrogképzOdés in vivo torténéseit hérom f6 lépésben
foglalja tUssze : az érfal belsd sejtrétege helyi hianydnak kial -
kuldsa (lokalis endotél-denuddcid), - a vérlemezkék letapadass a.
endotél-hidnyos helyen, - trombin keletkezése a vérlemezkek felu-
letén. Az érfalon és a lemezke-membrdnon lejdtszddd kezdeti lépe-
sekben az arachidonsav-anyagcserelitak enzimei, ezt kovetfen az al-
vadds szerinproteindzai, majd a trombin keletkezésének pillanstda-
t6l a trombin felelds a molekuldris eseményekért /38/. Teljes az
egyetértés abban,hogy a vérrogképzodés folyamatdnak in vivo tanul-
manyozdsa rendkiviil bonyolult és nehéz feladat, s nincs igazdn 3id
dllatkisérletes modell az in vitro és ex vivo enzimgétlési klsér-
letekben kapott eredmények in vivo ellenérzésére. i folyamat {ok)
gdtldsdt igen kilonbozo elkeépzelések alapjan igyekeztek megvdlcqi—
tani. Altalédnosan elfogadott és elméletileg megaiapozott az a né-
zet, hogy specifikus enzimekkel szabdlyczott multienzim-rendszerek
gdtldsa csak specifikus enzim-inhibitorokkal valdsithatd meg opti-
mdlisan.

A véralvaddsi tényezOk elsddleges szerkezetére é€s kélcua”iu~
tdsaikra vonatkozd mai ismereteink alapjdn /22/ a véralvadasi linc-
reakcidé minden egyes lépése és elvileg minden egyes tényezije gé-
tolhaté és az in vitro gatldshoz egészen kilonbozd szerkezet s
tetikus vegyiletek felhaszndlhaték és alkalmasnak bizonyulheatnak.

1Y

A véralvadds gdtldsdnak fobb tdmaddspontjai

Kis molekulasilyd, szintetikus alvaddsgdtldk iervezésének
kémiai szempontjai kozidl nyilvdnvaldan megkilonboztetett jelentd-

ségld a kaszkdd-reakcid elsb lépésének, az un.kontakt fazis ténye-
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z&ingw | & ?:\’IIa €s a XIa gdtldsa. Ugyanis a lancreakcid soran be-
kovetkezo felerdsités miatt /18/ ésszerld az inditdé reakcidban részt
vevd tényezd/k/ inhibitorainak alkalmazdsa. Ezeknek a tényezoknek az
élettani gdtld anyaga - hasonldan a tobbi alvaddsi szerinproteindz-
hoz - az antitrombin TII. Szintetikus irreverzibilis inhibitoraik
szintén ismertek (DFP PMSF stb.), reverzibilis gdtld anyaguk viszont
nem. Ha a jovOben sikerilne is ilyen inhibitor/ok/ szintézise,in
vivo hatdsuk kérdéses volna. Ugyanis a kontakt fdzis aktivdldsaban
ismertté vélt a prekallikrein-kallikrein-HMW kininogén és a XII
tényez6 kdlcsonhatdsa,a HMW kininogénnek a kontakt fdzist serkentd
szerepe /17/. 1.4bra

A véralvaddsi ldncreakcid egyszerlisitett vdzlata

Felilet (kollagén és vérlemezkék)
HMW kininogén
Prekallikrein-kallikrein
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Az index_ az aktivdlt véralvaddsi tényezdket jelenti; fl =foszfo-
lipid; fibrin5= uredban oldddd, fibrinisz ureaban coldhatatlan fibrin

A véralvaddsi folyamat befejez0 l1épésének, a fibrin monomér po-

limerizdcidjdnak gdtldsa gyakoriati nézépontbdl is fontos tdmadds-
pont. Ugyanis ismert, hogy a keresztkotéseket nem tartalmazdé fibrin-
polimer oldédsa a plazmin szamdra lényegesen megkonnyitett. Ldérénd



és munkatdrsai dttord munkdssdgas nyoman valti

cin-szarmazékok, valamint a tozil- és danzil
ben specifikusan gatoljdk a fibrin eletiani poli
kidl,hogy befolydsolndk a fibrin-monomer kéozd

letek in vitro - a plazminogen-aktivat

megkonnyitik a véralvadék clddsdt. by};yéf
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sem kerilhetett sor, mert az
nem volt megvaldsithatd /27/

A X faktor aktivélt alakjdt szel
zéseének az a kiinduld pontja, hogy ez
it taldlkozdsi pontjdban foglal helyet,

szolgdlhat és in vivo is sikeres dtat jele

ldns kifejlesztésében /41/. Elédllitottak alyam vegyiuietet,amely-
nek a Xa-ra vonatkoztatott -~ amiddz-aktivitds méréssel meghataro
zott - gdtlasi dllanddéja feliilmdlta & trombinra vonatkeztatotiatl.

Az 1,2-di(5-amidino-2-benzofuranil)etdant /DABE/ egyetlen alvaddsi
paraméter mérése alapjdn egy in vivo kisérletben is hatdsosnak

141ték. /21/ A X gdtldsadra vonatkozdé koziések targyilagos meg-
itélésekor nem hagyhato azonban figyelmen kiviil az,hogy

tdmaddspont el6nydsebb voltdnak bizonyitdsars
tek néhdny vegyilletre és egyetlen funkciondlis parvameterre vald
leszlkitése /44/. Sajat, nem kozolt kisérleteink szerint a X_hoz-
zdférhetdsége a komplexben peptid-inhibitorok szdmara erdsen kér-
déses. Ezen tdlmenden minden szintetikus alvaddstgdatid vegyiletl

in vivo alkalmazhatdsdganak alapvetd probléméja az, hogy sz

1

zetileg )61 Osszefér-e a teljes vérrel, amelyben hatiria kell.

A véralvaddsnak az evalldcid sordn kialakult gg tld anyagail
attekintésekor figyelemre méltd tény az, hogy a vé: ivdk egvik
tipikus kepvisel&je, a pidca vé ralvadast gatic anve : i
dinnak, nem a X_, hanem a trBmbin és a IX_ a téamac
masik biolc’)giaia tény az,hogy a magasabb ? rendiek
nak proteindz-inhibitorai kdzil az antitrombin I1I a:
kaszkdd minden szerinproteindzdt gétolja. Egy harmadiv
erdemld tény : a véralvaddsil multienzim-rendszer mas
rendszerekkel (kinin-, komplement- és fibrinmolitikus i
éppen az indito reakcicdjaban (kontakt fézis) filigy ossze.
miai szemszogb6l legésszeriibbnek 1dtszd els6 lépcsds tdmaddspe
0légiai szempontbdl aligha tekinthetd legkedvezdébbnek. U
kontakt fdzisban torténd gdtlds nagy valdsziniséggel
tienzim-rendszerek valamelyikére is kihatna, s ezek egyi
folydsoldsdra bizonyosan nincs sziksé

Kémiai és bioldgiai szempontbdl egyardnt fonfos tamadédspont a

trombin. Hatdsos inhibitorainak tervezését elsddieges szerkezoie-
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nek felderitése és a fibrinogénnel vald reakcidjdnak megismerése
tette lehe:
az adja meg, hogy a trombin képzodése a vérlemezkék feliletén fo-

Fnnek a tédmaddspontinak a kildnleges jelentbségét

lyik le és igy a véralvadék (vérrdg) stabilizdldsdban és niovekedé-
sében dontd tényezd /37/. Kozponti helyzetét és jelentbségét az -
jabb kutatasi eredmények megerdsitették /ldsd a fenti dbrdt/. Mai
tudédsunk szerint a trombin a fibrinogén specifikus hasitdsdn tul-
menfen aktivalje az v, VIL, VIII és XIII faktort, a protein C-t

€5 a vérlemezkéknek legerdsebb élettani aktivdtora.Mindezek mel-
lett sajdt képzbdését is szabdlyozza negativ visszacsatolds dtjan.
Ebbél kovetkezik, haogy egv - komplex bicldgiai rendszerekben is
hatdsos - trombin-inhibitor az enzimnek fenti kdlcsonhatdsait is
gdtalia. A ftrombin specifikus gdtldsa é€ppen ezek révén jelenthet
in vivo lényegesen tobbet, mint bdrmely masik alvadédsi faktor egye-

di, specifikus gatldsa.

Trombin-inhibitorok hatékonysdagdnak jeliemzése

alvaddsi enzimek szintetikus inhibiforainak bickémiai~far-
Gellemzésére vonatkozd mddszerek Markwardt /33/ szerint
€5 in vivo csoportra oszthatok. Elsd lépésben izoldlt in

vitro reskaiéeiegyekben természetes és/vagy szintetikus szubsztré-
tokon torteénik az inhibitor molekula hatdsdnak mérése. Ezek a vizs-
gélatok tdjsékoztatnak az innibitor kémiai értelemben vett specifi-
citdssrol, a gatlds jellegérdl és tipusdrdl.Ezen tdlmenben bepil-
lantast engednek az inmhibitor-molekulédk szerkezet-hatds dsszefiig-
géseibe, lehetévé teszik az inhibitor legjobb szerkezetének kiala-

kitdsdt és szintéziséi. Nem kétséges, hogy mindezek nélkildzhetet-
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len kiindulé pontjai az inhibitor-kutatdsnak.A kutatdk tilnyomé
nagy tobbsége azonban figyelmen kiviil hagyja azt,hogy az in vitro
reakcidelegyek idedlis, bioldgiai szempontbdl nem ritkan erdsen
extrapoldlt kisérleti feltételeket képviselnek,igy informdcids ér-
vényességiik,értékik korldtozott. Nem terjeszthetd ki a teljes vér-
re,amelyben a trombin-inhibitoroknak ki kell fzjteniik hatdsukat.
Ezért ésszerld és sziikséges is -véleményem szerint - az in vitro
legjobbnak mutatkozd inhibitor molekulak behatd ex vivo tanulmé-
nyozasa is in vivo vizsgdlatuk eldtt: olyan komplex slvaddsi rend-
szerekben, amelyek sokoldald felvildgositdst nvijtanak az inhibi-
tornak a vér sejtes elemeivel,valamint a plazmafehérjékkel valo
kdlcsonhatdsaira és lehetdvé teszik Gsszeférhetdségének /kompati-
bilitdsdnak/ megitélését. Csak ezekb6l derilhet fény arra, hogy az
in vitro mért gdtlé hatds érvényre jut-e majd in vivo is, és ha i-
gen, a Ki értéke szerint vdrhatdan vagy anndl lényegesen, akdar tobb
nagysdgrenddel gyengébben. Ha az utdébbi eset 411 fenn, amire széa-
mos példa van a szintetikus trombin-inhibitorok kozott, ez arra
ital, hogy a célenzimen kivil mds makromolekuldkkal is kolcsonha-
tdsba lép az inhibitor s ezek lerontjdk hatdsdt.Az inhibitor mole-
kula dézis-hatés osszefliggésének ex vivo komplex alvaddsi rendsze-
rekben valg vizsgdlata és kdvetkezetes Osszevetése az in vitro i-
z0ldlt tesztekben kapottakkal (kiilondsen akkor,ha az utdébbi méré-
sek kizdrdlag szintetikus szubsztrdtokon tbrténtek) valds elére-
jelzést nydjt az inhibitor vdrhatd in vivo hatékonysédgédra /5/.

Reverzibilis inhibitorok esetében a természetes szubszirdtra
vonatkoztatott gdtldsi d4llandd és a gdtlds tipusa dltalédban ele-
gendd az inhibitor hatékonysdgdnak a megitélésére.A nagyon gyak-
ran hasznalt IC5 érték,azaz az 50 %-os gdtldshoz tartozdé enzim-
koncentrécié‘csaE viszonylagos érték,hiszen mind a szubsztratkon-
centrdciotol ,mind a gétlds tipusdtol fiigg /42/. A gatlés %-ban va-
16 megaddsa egyetlen szubsztrdt-koncentrdcidéra vonatkoztatva, ami-
vel szintén nagyon gyakran taldlkozunk a ‘'szakirodalomban, szintén
nagyon kevéssé hasznos adat és bizonyos esetekben félrevezetd is
lehet. Az IC értéket vagy negativ logaritmusdt ( pI 0) irrever-
zibilis inhiggtorok jellemzésére is gyakran hasznéljé;. Itt sem
tekinthetd abszolut értéknek,minthogy vdltozik az enzimkoncentra-
cidval /43/.

Szintetikus trombin-inhibitorok vdrhaté alvadastigdtlé hatédsa
csak sokrétli és nagyszdamd in vitro és ex vivo gdtldsi kisérlet a-
lapjdn itélhetd meg tdrgyilagosan. Egyet érthetiink Verstraete és

Verwilghen ajdnldsdval /45/, amely szerint legaldbb négy teszt
sziilkséges egy trombin-inhibitor feltételezett antikoaguldns hatd-
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sa megitéléséhez. A specifikus gdtld hatéds kisérletes bizonyitdsa
és jellemzése mellett alapvetden fontos az inhibitor-vér egyéb kol-
csgnhatdsainak felderitése, ill.kizdrdsa, nemkiilonben az inhibitor-mo-
lekula haemodindmids parameterekre (vérnyomds, pulzus,EKG) kifej-
tett hatdsdnak ellendbrzése.

Irreverzibilis trombin-inhibitorok

Az aktiv helyen hatd ongyilkos trombin-inhibitoroknak nagy
szama ismert /13,34/. Elméleti jelentdségiikhoz nem fér kétség.Ez-
zel szemben gyakorlati jelentdségik elhanyagolhatd,egyrészt azért,
mert az enzim inaktivdldsdnak sebessége rendkivil kicsi s igy az
inhibitor nem képes megelSzni az alvaddsi enzimek hatdsdt,mdsrészt
pedig azért,mert az irreverzibilis trombingdtldk dltaldban toxikus-
nak bizonyultak. Az irreverzibilis inhibitor cél-enzim specifici-
tdsa csak egyik OsszetevG]e a molekula toxicitdsdnak. Ugyanis az
ilyen vegylleteknek rendszerint alkilezé vagy acilezd hatdsuk 1is
van - s ennek kovetkeztében in vivo a sejtekkel,ezek szamos
amino- és tiol-csoportot tartalmazd vegyliletével reakcidba lépnek.
Ez a jelenség ex vivo, testfolyadékokban és szdvethomogenizatumok-
ban jé1 tanulmédnyozhatd.Ezt szemlélteti sajdt kisérleteink alapjén
a 3.4bra

Trreverzibilis és reverzibilis trombin-inhibitor
telies vérben és vér-alkatrészekben
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Az inhibitor-aktivitdst standardizdlt kisérleti feltételek kozott
miszeresen /Schnitger-Gross Coagulometer/ trombin-iddvel mértik -
fibrinogénen. Ugyanilyen kisérleti feltételek kozott vizsgdltuk a
peptid-aldehid és a megfelel6 peptid-klérmetilketon inhibitor-ak-
tivitdsat emberi gyomornedvben és epében (1dsd a 4.dbrdt).

4.abra : _ Saji4dt hisérlete-

——————— emberi gyomornedv ink egyértelmuen

emberi epe megerdsitik Smith

dlldspontjat /40/

- - -ARG-H
———O— D~ PHE=PRO aki szerint irre-

O e D-PHE-PRO-ARG.CH201

1 verzibilis inhibi-
00
1%1:-‘j - —e- ® torokat csupén a
. \ SO — 0 — o - — _ ° célenzim irdnti
e P01\ , — . in vitro bizonyi-
© . \ tott specificits-
O —
3 \ - suk alapjan nem
E 40_] \o megalapozott ha-
© N tasos gyégyszerek-
: § 20 \'0____ nek tekinteni. In
a T ——=_0 - vivo ugyanis az
= enzim reszinteti-
c | { ¥ 1 : v
= 0 z4lddik s emellett
1 2 4 dra 6 (51‘3

nagyszdmud,nem &
inkubdcids idd célenzim feliiletén
Iévd funkciondlis

csoporttal is stabilis kovalens kotést képez. Mindezek nemcsak le-
rontjdk a specifikus bioldgiai hatast, hanem egyidejileg nemkivd-
natos (toxikus) mellékhafésokat is okoznak.Ebben a vonatkozdsban
Smith elsGsorban a szervezetben mindeniitt jelenlévé glutation (GSH)
jelentdségét emeli Ki.Egyetértiink vele abban,hogy pl.sem a TPCK,sem
a TLCK nem lehet klinikailag hasznos gydégyszer a GSH mennyiségének
erbdszakos lecsokkentése és a kovetkezményes toxikus tiinetek miatt.
Es mivel a GSH-val valé reakcid. a molekula egyéb szerkezeti jellem-
z6it61 figgetlen, minden méds klérmetilketon-csoportot tartalmazé
irreverzibilis inhibitor hasonléan viselkedik.

Reverzibilis trombin-inhibitorok

Lérdndnak és munkatdrsainak az arginilpeptidekre és az agma-
tin-szarmazékokra vonatkoz4 Gttord munkdi nyomédn /25,26,27/ nagy-
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szamd, 1n vitro hatdsos trombingdtld vegyiletet szintetizdltak

- /20,30/. A szerkezet-hatds Osszefiiggés vizsgdlatakor kitiint,hogy

az inhibitor molekuldnak kationos csoport(ok)tal és az enzim aktiv
centrumdaval hidrofdéb kolcstnhatdst létesitd résszel kell rendelkez-
nie.Azt taldltdk,hogy a reverzibilis, kompetitiv inhibitorok kozott
az arginin Nalfa—helyettesitett amidjail és benzamidin-szdrmazékok
a leghatékonyabbak in vitro. /31,32/ Sok szdz molekula vizsgdlata
sordn kvantitativ szerkezet-hatds oSsszefiiggéseket /QSAR/ &dllapitot-
tak meg bis-benzamidinek és mds helyettesitett, tobb kationos cso-
portot tartalmazd vegyiilet-sorozat vonatkozdsdban. A legjobbnak ta-
141t inhibitorok ex vivo és in vivo hatdsaira vonatkozd kozlések a-

zonban nagyon szegényesek. Az a tény azonban,hogy a kationos jel-
legld inhibitorok egyik csoportja a vordsvérsejtek membrédnjdval re-
akcidéba lépve hemolizist okoz, mdsik csoportja viszont jelentds
vérnyomdsesést, egydltaldban nem kedvez6 gyégyszerré fejlesztésiik
szempontjdbél.E kutatdsi irdny legldjabb, kevésbé toxikus inhibito-
rai sem hoztak lényeges haladdst.

Szintctikus trombin-inhibitoroknak G4j tipusait dllitottdk eld Oka-
moto és munkatdrsai /36/. Az Nalfanaftalinszulfonil—L—arginin-szér—
mazékok,az Nalfaarilszulfonil—

No.805 | 5.4bra

arginin-észterek és az Nalfa"
NH  NH, helyettesitett-L-arginin -
N amidok hatdsmddjdnak lényege az,
&H hogy szerkezetiikben utdnozzik a
¢H2 természetes szubsztrdt érzékeny
9:2 COOM részének fizikai-kémiai sajat-
7 N soénn-gz-éo-D% ségait ( tripod type inhibitors -
= o H guanidino-pod, aromatic and hydropho-
o PR, bic pods ). Az eddigi legaktivabb kép-

viseldjliknek taldlt No.B05 jeli vegyi-
let /25/ in vivo hatékonysdgdara
€s terdpids indexére vonatkozé adatokat még nem kozoltek.

A trombin peptid-inhibitorai

A fibrinogénr6l trombin hatdsdra lehasadd A és B peptidnek a
reakcidét gdtld tulajdonsdgdt kordn felismerték s azt is,hogy ezek-
nek dnmagukban nincs gyakorlati jelentdsége. A fibrinogén és trom-
bin szerkezetének és kolcsonhatdsuk molekuldris mechanizmusdnak
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felderitése /15,29/ Gj lehettségeket tdrt fel szintetikus peptid-
inhibitorok tervezésére. Blombdck és munkatdrsai /16/ a Phe-Val-
-Arg-0OMe in vitro jelentds alvaddstgdtlo hatasdt irtak le,amit tri-
peptidil-trombin komplex-képzddéssel magyardztak. In vivo azonban
csak néhdny percig tartott ennek a tripeptidreck a hatdsa és egylide-
jdleg még vérnyomdscsokkenést is okozott.tzek a kedvezdtlen tapasz-
talatok inditottdk arra a svéd kutatdkat, hogy pentid-inhibitorok
helyett peptid-szubsztrdtokat fejlesszenek ki a hetvenes években.A
trombin peptid-inhibitorainak vizsgdlata sordan Dorman /19/ hivta
fel a figyelmet arra,hogy a fibrinogén molekula A ldncanak a trom-
bin hasitdsi helyét megel6z6 és az azt kovetd tripeptid kozul az
utdbbi, a Gly-Pro-Arg erdsebben gdtolja a trombint,mint a Gly-Val-
-Arg . Mindezek a kutatdsok azonban nem jutottak el a gdtlds gya-
korlati vonatkoz4dsd problémdinak a felvetéséig sem. Ugyanigy nincs
gyakorlati jelent6sége a fibrinogénhez kapcsolédé,a fibrin polime-
rizdciéjat gatlsé ujabb szintetikus peptideknek sem ( A.P.Laudano
és R.F.Doolittle, Biochemistry 19, lol3-10l19, 1980 ).

6.abra A fibrinogén trombin-érzékeny kotései

+ + + +
Po P3P Py PL Po P3Py
Ala...Phe...Gly-Val-Arg- -Gly-Pro-Arg-Val......... Val
1 16 17 610
—fibrinpeptid-A fibrin-alfa-14nc
Glp......... Ser-Ala-Arg- -Gly-His-Arg......... Gln
1 14 15 461
fibrinpeptid-B fibrin-béta-lénc

Peptidaldehidek mint proteindz-inhibitorok

Kilonbozé Streptomyces fajtdkbdl izoldlt proteindz-inhibitorok szer-
kezetvizsgdlatakor kideriilt, hogy cligopeptid-aldehidek és inhibi-
tor tulajdonsdguk dontden aldehid-csoportjuk fiiggvénye /45/. A leu-
peptinek versengd médon gdtoljdk a tripszin,plazmin és a papain
proteolitikus hatdsat.Jgen nagy toménységben (lo-4o00 ug/ml) késlel-
tették az emberi és nydlvér alvaddsdt és gdtoltdk a kinin- és fib-
rinolitikus rendszert is.

Specifikus trombin-inhibitorok tervezésekor Bajusz és munkatdr-
sai /8,9/ oligopeptidaldehideket szintetizdltak a fibrinogén és trom-
bin elsddleges szerkezetének és kolcsonhatdsuk molekuldris mechaniz-



metalias 1smeretében.Mar kutatdsaink kezdetén kideriilt,hogy a di-
€s tetrapeptidek,valamint szdrmazékaik teljesen hatdstalanok.A
tripeptidaldehidek in vitro é€s ex vivo részletes vizsgdlata azt
pizonyitotta,hogy a Gly-Pro-Arg-H nagysdgrenddel jobb inhibitor,
mint a Gly-Val-Arg-H és ugyanilyen mértékben taldltuk erdsebbnek

a Phe-Pro-Arg-H peptidet a Phe-Val-Arg-H peptidnél.Ez dsszhangban
allt azzal a korédbbi észlelésiinkkel,hogy a trombin hatdsdra kelet-
kez®& monomér polimerizdcidjdban és a fibrinogén Bbéta-ldncdnak ha-
saddsdban fontos szerepet Jjdtszik az alfa-ldanc N-termindlis Gly-
~-Pre-Arg része /8,9/. Erre Gtal az is,hogy az dn.Detroit-fibrino-
génben,amely Gly-Pro-5Ser szekvencidt tartalmaz, a fibrinpeptid-A
lehasadasa utéan nem kovetkezik be polimerizdcid és gatolt a fib-
rinpeptid-B felszabaduldsa./11/ A peptidaldehidek enzimgdtldé hata-
sdt dgy értelmezik,hogy az észter- és amid-szubsztrdtokhoz hason-
1dan ezeket is aminosav-oldalldncaik irdnyitjdk az enzim aktiv
centrumédba,shol hemiacetdlt képeznek. Ez az enzim-szubsztrdt kol-
csonhatdskor keletkez® Un.tetrahedrdlis intermedier nem produktiv
analdgja. Az evolicios tényekre és molekuldris mechanizmusok isme-
retére £pllé elméleti megfontoldsokbdl kiindulva biokémiai és far-
makoldgial tesztek alkalmazdsa révén alig 20 cligopeptid-aldehid
szintézisére volt csupén sziukség az cptimdlis vegyilet elddllita-
sdhoz. A D-Phe-Pro-Arg-H (GYKI 14 166) hatdsmechanizmusédra vonat-
kozd eredményeinket Bajusz kozolte /10/.

Ennek lényege 2z,hogy a trombin fel tudja ismerni és meg
tudja kdtni az inhibiter C-termindlis arginin oldalldncat és a ko-
zéphelyzetl prolin meradékot. Az iIgy keletkezd komplexben a peptid
aldehid-funkcidja reagél 2z enzim aktiv hidroxil-csoportjdval és
- nem produktiv dtmeneti &llapct-analdgot képez. Az igy kialakult
enzim-aldehid komplex stabilitdsat novelheti az N-termindlis D-Phe
Gtjén kdzvetitett ftovébbi kdlcsdnhatds. Az enzim-inhibitor komplex
képzGdésében szerepet jatszd minden kdlcsdnhatds reverzibilis, az
oldalldncok kozti icnos és hidrofdéb kolcsonhatdsok éppen lgy,mint
2z aldehid funkcid reakcidja a hidroxil csoporttal. Ennek bioldgiai
jelentbsége nyilvénvald.

Tény,hogy Kettner é€s Shaw /24/ a mi peptid-szekvenciank klér-
metilketon szdrmazékdban kozolte a trombin leghatdsosabb in vitro
inhibitorat. Vegyudletik in vivo,teréapids alkalmazhatdsdga azonban
nemcsak szerintink kétseges. Az erfurti iskola szerint a D-Phe-Pro-
»AIQ.CHZCl a vérben és a szervekben enzimatikus Gton inaktivalddik.
5ajdt vizsgdlataink szerint a normdl és hodenaturdlt emberi szérum
inhibitor-inaktivdld képessége kozott nincs lényeges klldnbséy./22,4/
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A D~Phe—Prc~Arg—H.H2§ga biokémiai-farmakoldgial jellemzése

Az in vitro tanulményozoft kétezernél 1s tobb szintetikus trom-
bin-inhibitor kdzul elenyészden kevés molekula ex vivo és in vivo
hatdsdt irtdk le.t kozléseknek is kozds hidnyossdga az,hogy rend-
szerint 1-2 tnkényesen megvdlasztott parameterre korldtozodnak,el-

tekintenek a hatds :n vivo kinetikdjdnak elemzésétdl és az Gj mo-
lekula antikopaguldns hatdsdat nem hasonlitjak ossze a ma haszndlat-
ban lévokkel (nem haszndlnak referencia-vegyiletet).

Az ex vivo és in vivo hatdsok részletes elemzése alapjan a tri-
peptidaldehidek,koztik a leghatdsosabbnak taldlt D-Phe-Pro-Arg.H
biokémiai farmakoldgidjdra vonatkozd ismereteinket a kovetkezdkben
foglalhatjuk ossze /1,2,3,4,5,6,7/.

- Ex vivo alvaddsi rendszerekben kifejtett gdtld hatdsa vetek-
szik a trombdzis terdpidjdban évtizedek d6ta alkalmazott heparinéval.
Antikoaguldns hatdsdt azonban - ellentétben a heparinnal - AT III

hidnyos vérben is kifejti.

A D-Phe-Pro-Arg-H és a heparin ex vivo antikoaguldns hatdsa

Alvaddsi parameterek Az alvaddsi idok megkétszerezddéséhez
sziikséges anyagmennyiségek ug-ban
D-Phe-Pro-Arg-H Heparin Richter G°

A teljes vér alvadési ideje 0.085 0.34

Rekalcindldsi idd 0.200 0.200

Aktivalt parcidlis trombo-

plasztin idd 0.120 0.380
Egyszakaszos protrombin idd 0.300 1.400
Trombin iddé (teljes vérben) 0.032 . 0.028

A miszeres mérések Thrombelastographban (Hellige,Model 0) és Coagulometer-
ben (Schnitger-Gross,Typ 410 A4 MD) torténtek. A heparin-készitmény hatd-
értéke 142 NE/mg volt.

~ A peptidaldehid ex vivo is j6l tanulmdnyozhatd hatdsai kozil meg-
kilonboztetett jelentdoségl az, hogy specifikusan gdtolja a vérle-
mezkéknek trombinnal kivdltott,élettani aggregdcidjat - anélkiil,
hogy reakcidba lépne a lemezke-membrdnnal (az enzim-inhibitor kom-
plex nem tud megkctddni a membrdnon). A szintetikus trombin-inhi-
bitorok tdlnyomé nagy tobbsége kdarositja a lemezkéket - éppen a
kdzvetlen membrdn-kapcsolata révén. A heparinok szintén kedvezdi-
len hatésdak ebb&l a szempontbdl.

A vérlemezke-aggregdcié gdtldsa D-Phe-Pro-Arg-H-val

Indukdld vegyilet A teljes gatldshoz (loo%) szikséges
inhibitor mennyiség (g/ml/ emberi PRP-n

trombin 5 x lo:g

ADP 4 x lo

kollagén 3 x lo~
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- A U-Phe-Pro-Arg-H in vivo bdrmely addsmdédra kifejti antikoa-
guléns és lemezkefunkcidét gatlo (antiplatelet) hatdsdt - szemben
a heparinokkal és az ordlis antikoaguldnsokkal. Hatdsa egyértelmi-
en dézisfiiggh. Megkiilonbdztetett jelentfsegld az a tulajdonsdga,hogy
szdjon 4t adva 60-90 percen belil kifejti hatdsdt - szemben a mai
ordlis antikoaguldnsokkal,amelyek csak 24-36 ¢ra elteltével hatnak.
Ezt mutatja a 7.és B.abra (Ddzisonként 5-5 dllat)

0

Infdzié 7.8bra
50
fi 0 b mg/kq/6ra
-
8 30
2
g ———2,5%
= 20}
@
‘§ —————————————— — —1,5x
>
<

1|llLJl‘llllk
perc 60 120 180 240 300 380

Altatots kusyik teljes véralvaddsi idejének vdliozdsa a D-Phe-Pro-Arg-H iv. infuzidjdra. Az
oszlopok sorrendben az 1.0, 2.0 és 4.0 mglkglh dozisra bekdvetkez & vdltozdsokat dbrdzoljdk.

8.4bra
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A A DPhebroArgH egysieri ordlis dozisainek haidsa beagle ku j
o ‘ kL tydk teljes vérének alveddsi
idejére. A dozisok: 1-6.25 mglkg, 2-12.5mglkg, 3-25 mglkg, 4-50mglkg tht ~ a terdpids
antikoaguidns hatds tarsomdnya
B 4 DPhePro-ArpH intraducdendlis beviteének haidsg b ijes véré
g A7g eagle kuiydk teijes vérének alvaddsi
idejére. A dozisok: 1-6,25 mglkg, 2~ 12.5 mglkg; tht — a terdpids aniik oaguldns hards tartomdnya

-~ A D-Phe-Pro-Arg-H in vivo trombézis-modellkisérletekben is
hatssosnak bizonyult - hasonldan a terdpidban napjainkban alkal-
mazoctt ordlis antikoaguldnsokhoz, és ellentétben a vérlemezkék a-
nyagcseréjét in vitro kiilonbtz6 tdmaddspontokon gdtldé vegyiiletek-
kel. Ezt szemlélietl a 9.4dbra.(Ddzisonként 5-5 4liat,kontrollként 10).

A D-Phe-Pro-Arg-H nemcsak kémiai,hanem bicivgiai értelemben
is specifikus trombin-inhibitor.A vérnek sem a sejtes, sem az ol-
dott alkotérészeivel nem lép olyan kapcsolatba,amely befolydsol-
na mds szabdlyozé rendszereket.Ez a magyardzata kedvezd terdpids indexenek.
Toxikus ddézisokban sem okoz vérzést - szemben a heparinnél és az
ordlis antikoaguldnsokkal - minthogy kozombds a lemezkemembranra.
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A A GYKI 14 166 iv. infuzidjinak hatdsa a trombus silydra ijzélandi fehér nyulak kisérletes
trombaozis modelljében

{ p< Q0!

A nedves tiombus suiya mg-bar
T
&
A nedves trombus sulya mg-ban l
T
g

B .1 Grkri4 166 egysceri ordlis dézisdnak hatdsa a trombus sulydre vf:élandi fekér nyulak
isérletes trombozis modciljé ben

A heparin kémidjdra vonatkozd iijabb kutatdsok eredményeként frak
ciondlti,hatdsosabb készitményeket alkalmaznak a trombdzis gvagyi-
tdsaban. Hdrom lényeges bioldgial sajdtsdgukben azonban ezek sem
kiilénbézrek a régiektdl: hatdstalanok szdjon 4t adva (1),hatdsta-
lanck az AT III velesziileteit vagy szerzett hidnydban (2) és alkal-
matlanok krdnikus kezelésre - psolianion jellegikbdl kovetkezd igen
széleskor( bioldgiai reakcidképességiik miatt (3). A kumarin és3 in-
dandion szerkezet( ordlis antikoagulédnsok hatdsmechianizmusdnak meg-
ismerése nyoman az is kideriilt, hogy gamms-karboxiglutaminsesvakat
tartalmazd ( K-vitamintdl figgd ) fehériék nemcsok a véralvaddsi

<

rendszer fehérjéi kozott taldlhatdk. 1gy az ordlis entiksaguldn-
sok bioldgiai specificitdasa - s ezzel szoros tsszefiggésben toxi-
citdsuk és teradpids indexiik vonatkozdsdban alighs vérhats lénve-
ges fejlédés. Mindezek a tények gyskorlati nézGpontbdl is megli-
dekoljak (1) tipusd inhibitor (antikoaguldns) kifejilesztdsétl.

A tripeptidaldehidek biokémiai fsrmakoldgididra vonaiko-
z6 évtizedes kutatdmunkdnk evedményel arra engednek kivetkezietini,
hogy a D-Phe-Pro-Arg-H (GYKI 14 166) ,ez a kémiai ez Liclidgiasi év.
telemben egyarént speciiikus frombin-inhibitor ¢ Toiovetet nyic-

hat meg a trombdzis betegség megelizd
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A Magyar Biokémiai Tdrsasdg els6 elntckének, TANKO BELA
professzor emlékére létesitett alapitvdny ezévi pdlys-
dijdnak elnyerésére beérkezett munkdk kozil a birdld bi-
zottsdg Dévay Piroska és Csermely Péter palydzatdt iteél-
te jutalomra érdemesnek.

A Drosophila tanulasanak molekularis mechanizmuséarol

Elemi,azaz sejtszintl memdridnak azt tekintjuk,ha egy adotti
tanuldsi folyamatban érintett idegsejtek kdzil egyesek mikodési
dllapota dgy védltozik meg, hogy ez az eredeti magatartas mddosu-
ldsdhoz vezet. Ha fel akarjuk deriteni,mely biokémiai folyamatok
feleldsek a meméria kialakuldsdért,akkor a biokémiai vizsgdlatok-
kal egyid6ben mds mddszerekkel is igazolni kell,hogy az idegsejt
mikodési dllapota valdban megvdltozott. Ezért haszndlnak ditaléd-
ban puhatestleket az ilyesfajta kisérletekre,mivel egyrészt ideg-
sejtjeik nagy mérete miatt a biokémiai reakcidkkal pdrhuzamos e-
lektrofizioldgiai vdltozdsok is konnyen kovethetdk,mdsrészt pedig
idegrendszeriik egyszerd volta lehetdvé teszi az adott tanuldsi fo-
lyamatban kozremikodé idegsejtek azonositdsat.

Az utébbi évtizedben azonban - a genetika é€s a biokémia ossze-
fondddsa kiovetkeztében - néhdny kutatécsoport a Drosophila melano-

gasterrel kezdett el kisérletezni.Ugyanis a muslinca géntérképe jél
ismert, tucatnyi tanuldsi és memdria-mutdnsa van,s6t tovdbbi mutd-
cidkat is konnyi indukdlni. Ilyen mdédon tehdt a tanuldsért felelds
biokémiai folyamat mds-mds pontjdt érinté mutdcidk segitségével
kutathatd az,hogy milyen lépésekbdl 411 és miképpen szabdlyozddik
ez a folyamat. '

Kutatdcsoportunk olyan memdéria-mutdns DOrosophila tdrzsceket vizs-
gadl,amelyeknél a mutdcidé a ciklikus nukleotid foszfodieszterdz e-
gyik izoenzimjének (PDE II) génjét érinti.Ez4dltal kiesik a cAMP-
hidrolizdld aktivitds egy része, és igy ezekben az dllatokban a
CAMP-szint tobbszorose a normdlis,azaz a vad-tipusd muslincdkban
mértnek /Davis és Kiger 1981/.

Elsé munkdnkban azt mutattuk ki,hogy a PDE II a mutdns ideg-
rendszeréb8l is hidnyzik,a vad tipuséban viszont megtaldlhats
/Solti 4s mtsai 1983/.

A ¢cAMP az egyik legfontosabb sejten beliili mésodlagos hirvi-
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vG.Tamadaspontja a cAMP-fiiggd proteinkindz,amely cAMP hatdsdra ak-
tivdlodik és mds fehérjék foszforildldsdn keresztil hat a sejtmi-
kodésre.A foszforildciét a foszfatdzok mikodése teszi reverzibilis-
sé : ezek az enzimek hidrolizdljdk a fehérjék aminosav-oldallancai-
ra éplilt foszfdtcsoportot.

Feltételezésiink az volt,hogy a memdéria-mutdns torzsben a maga-
sabb cAMP-szint eredményeként felerfsodik a fehérjefoszforildcid.
In vivo foszforildcidés kisérletekkel i1gazoltuk-a foszfoproteinek
elektroforetikus elvédlasztds utdni vizsgdlatakor - ,hogy van/nak/
olyan kb. 110 KD molekulatsmegd fehérjé/k/,amely/ek/ foszforildlt-
sdgi d4llapota a meméria-mutdns torzsekben magasabb,mint a vad ti-
pusdiban /Dévay és mtsai 1984/.Ez aldtdamasztotta kezdeti hipotézi-
sinket,hogy a mutdnsokban fokozddik bizonyos szubsztrdtfehér jék
foszforilédcidja.

A cAMP-fiiggé proteinkindz szubsztrdtfehérjéit in vitro jelle-
meztik. Azt taldltuk,hogy cAMP hatdsdra kiilonosen erdsen vdltozik
meg egy 53 KD molekulatomegl fehérje foszforildltsdgi dllapota.Ez
a vdltozds sokkal szembedtlébb,ha idegszovetbdl késziilt homogeni-
zdtumban vizsgdljuk ennek a fehérjének a foszforildcidjat,mint ak-
kor,ha a kisérleteket teljes dllatok homogenizdtumdban végezziik
el./Dévay és mtsai 1984/. A tovédbbiakban sikeriilt azonositani is
az 53 KD molekulatomegld fehérjét : ez a cAMP-fiiggd proteinkindz
reguldtor alegysége /Dévay és mtsai 1985/.

A reguldtor alegységrdl mar kordbban megdllapitottdk,hogy .ra-
gaddés" fehérje,amely képes odakttdédni més fehérjékhez és membra-
nokhoz /Nigg és mtsai 1985, Kuettel és mtsai 1985/. Azt is tudjuk,
hogy a proteinkindzon beliil a reguldtor és a katalitikus alegység
kapcsolatat lazitja,ha a reguldtor alegység foszforildlt 4dllapot-
ban van /Rangel-Aldao és Rosen 1976/. Ezért dgy gondoljuk,hogy a
reguldtor alegység foszforildltsdgi dllapotdnak megvdltozdsa az
alegységnek mds fehérjékhez valdé kot6dését - és ezen keresztiil a
proteinkindz sejten beliili elhelyezkedését is médosithatja - ez-
dltal dtrendezheti a foszforildcid soecificitdsét.

Mivel a proteinkindz in vivo nem diffidzan,hanem meghatdrozott
strukturdkhoz kototten fordul eld, nagyon fontos az intakt sejt-
ben hozzédférhet6 szubsztrdtok felderitése és jellemzése.Ezért tdl-
€16 larva-agyprepardtumokban vizsgdltuk meg azt, hogy a cAMP -
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szintet megemeld drbgok mennyire védltoztatjdk meg a cAMP-koncentrd-
ciét és - kétdimenzids elektroforézissel tortént elvdlasztds utan -

a fehérjefoszforilacidés mintdzatot.A cAMP-szintet megemeld drogok
(forskolin, dopamin,szerotonin,oktopamin) hatdsdra /ldsd az 1.&b-
rdt/ az autoradiogrammon felerdsddik egy 27.5 KD molekulatomegl folt-

sor jeldlodése /lasd a 2.4brat/.

1.4bra Radioimmunassay-vel mért
cAMP-tartalom lérvaagyakban
e 10 mM teofillin + 1 mM oktopamin
o 10 mM teofillin
jelenléteében

pmol cAMP per mg proten x102

min - kD
7%
2.3bra A cAMP-szintet A \ . co
emeld drogok hatdsa ? ° e
a foszforiléciés‘képre ¥ 3 ) s
P 2 @ o

A : kontroll 10 mM teofillin

B : 1 mM oktopamin +
.10 mM teofillin

C :10 uM forskolin +
10 mM teofillin
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Kilonosen érdekes a 2.adbra foltsordnak elsdé tagja,mert ez 4-
aminopiridin hatdsdra is fokozottan foszforildlédik,holott a 4-
aminopirimidin nem emeli a cAMP-szintet,hanem a K'-csatornat ga-
tolja. A K*-csatorna foszforildcidéja pedig kulcsszerepet jatszik
a tengeri csigdkndl mar jol jellemzett elemi memdéria-mechanizmu-
sokban /Kandel és Schwartz 1982, MNeary és Alkon 1983/.

A 4-aminopiridin nemcsak a fehérjefoszforildcidés mintdzatra
hat,hanem a szag-dramiités tesztben kialakuld asszociativ tanulds-
ra is. Ha a muslincdkat 4-aminopiridint kilonboz6 koncentracidkban
tartalmazé cukoroldattal etetjik, akkor a vad tipusd Canton S és
a K*-csatorna-mutdns shaker térzs tanuldsi indexe a 4-aminopiridin
koncentraciéjdnak novekedésével csckken, a meméria-muténs dunce mils
viszont emelkedik.

3.4bra 4-aminopiridin hatdsa a
Drosophila torzsek
tanuldsi indexére ( ) Kisérleteink arra dtalmak.
hogy a 4-aminopiridin ha-
tdsdra foszforildldédé fe-

g >

I e: Canton-S = un hérje kapcsolatban 411-
o: ShakerS

+ P ,
hat a K -csatornaval és
o az asszociativ tanuldsban
is szerepet jdtszhat.To-

vdbbi munkédnkban ezt a

01 izoldlni és jellemezni.

A Drosophila szag-

_— 1 fehérjét szeretnénk majd
T T T T T T

/T,,/

v T
o s 10 dramités tanulds értelme-

[4-AP], mg/ml L i .
zésére - reészben mdsok e-
redményei, részben sajat
kutatdsaink alapjdn modellt d1litottunk fel / 1ldsd a 4.4brdat/. Az
dabradn egy hipotetikus gdtlé-neuron képe ldthatd,amelynek aktivita-
sa megszinteti a pozitiv fototaxist,vagyis azt a magatartdsi je-
lenséget,amelynek mdédosuldsdt a tanuldsi indexszel mérjik. A
gdtlé-neuron kétfel6l kap jelet : a szagot kozvetitd,feltehetden
szerotonin ( 5-hidroxitriptamin ) neurotranszmitterrel mGkodd szi-

napszison 4t és az dramitést kozvetitd, a gdtldé-neuronban akcids
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potencidlt kivdltdé mdsik szinapszison keresztil.

4.4bra A szag-dramiités tanulds
hipotetikus mechanizmusa
Drosophila neuronban AC = adenilciklaz
PDE = foszfodiészteraz

sza aram Phtase = foszfopt:otein—
foszfataz
R = a proteinkindz reguldtor
alegysége

(qp]
"

a proteinkindz katalitikus
alegysége

A Droaophildban az adenil-
cikldznak két kiilonbozd ka-
talitikus alegysége van /Li-
vingstone 1985/ : az egyik
Ca®*/kalmodulinnal aktival-
haté és aktivitdsa neuro -
transzmitterekre nem érzékeny,
a mdsikra hatdstalan a C32+/
kalmodulin,viszont a neuro-

transzmitterek a receptoron

keresztil képesek aktivdlni
azt.Feltételezésiink szerint

Axon.

ez utdébbi alegység dllna kap-

csolatban a szagingerrel.A
receptorhoz kotdod6 adenilcikldz szerotonin hatdsdra aktivdlddik
és cAMP-t termel. Még miel6tt ez a cAMP-szintemelkedés lecsengene,
az aramités sordn kivdltott akcids potencidl sorédn bedramlé Ca2+
serkenti a C82+/kalmodulin—nggé adenilcikldz mikodését,ez pedig
tovdbb emeli a cAMP-koncentrdcidt. A cAMP hatdsdra aktivdldédik a
K*-csatorna kézelében 16v6 sejtstrukturdhoz kotott proteinkindz,
ami foszforildlja a csatorna-fehérjét. A foszforildcidé kovetkezté-
ben a csatorna dtjdrhatésdga gatolt lesz, a lelassult K*-kidramlds
akaddlyuzza a membrdn-repolarizdcidt,igy a sejt ingerkiiszdbe le-
csokken. Mindennek eredményeképp a fokozottan ingerlékeny gdatld-
neuron immdar a gyenge szagingerre is tidzelni fog,azaz kialakult a

kondiciondlt dllapot. E megvdltozott magatartds addig marad fenn.
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amig a foszfatdz enzim el nem tdvolitja a foszfdtcsoportot a K*-
csatorndrgl. A rutabags mutdns azért nem képes tanulni,mert a ket
adenilcikldz kozil az egyik nem mikodik /Livingstone 1985/,igy a
cAMP-jel nem éri el a kritikus nagysdgot. A dunce mutdnsndl pedig,
ahol a cAMP-t hidroliz4ld egyik foszfodiészterdz hidnyzik, az &l-
landéan magas cAMP-szint eludlja a K'-csatorna melldl a kataliti-
kus alegységet, igy a cAMP-impulzus beérkezésekor nincs a K -csa-
torna kozelében kindz, a foszforildcids emléknyom rogzilése tehdt
nem kovetkezik be.

Tovédbbi munkdmban e hipotézis egyes elemeit szeretném vizsgdlni.
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OLIGOVANADAT ANIONOK KOLCSONHATASA A SZARKOPLAZMATIKUS 71
2

RETIKULUM Ca’"-ATP-4zzal

Kozel egy évtizede ismeretes, hogy vanddium anionok mds enzimekhez, igy
a foszfotranszferdzok jelentds részéhez, valamint a Na*-K"-ATP-4zhoz hason-
16an a szarkoplazmatikus retikulum CaZ+-ATPméznak is j6 gatlészerei. A va-
nddium anionok és a CaZ+-ATP—éz kolcsonhatdsa a legutdbbi iddkben Dux
L4sz16 és Anthony Martonosi munkaja nyomdn keriilt reflektorfénybe. Dux és
Martonosi kimutattak, hogy vanddium anionok hozzdadasdval (amelyek az en-
zimet az dgynevezett Ez-es konformdcidban stabilizsljék) a Ca2+ -ATP-3z a
szarkoplazmatikus retikulum vezikuldkban kétdimenzids kristdlyos elrende-
z6dést vesz fel (1). A kristdlyos elrendez6dés rontgendiffrakcids analizi-
sével informdcidt lehetett kapni az enzim haromdimenzids szerkezetérdl (2).

Ndtrium-orto-vanadat (NaBVDA) a CaZ*-ATP-az kristdlyosoddsdt az enzim
gdtldsahoz sziikségesnél mintegy tizszer nagyobb koncentrdcidban idézi eld
(3,4). (50 %-os gdtlashoz kb. 50 puM, 50 %-o0s kristdlyositdshoz kb. 500 uM
vanadat sziikséges.) A natrium-orto-vanaddt hatdsdra bekovetkezd kristdlyo-
sodds sebességének és mértékének ezen és hasonld jellemzdi vezettek arra
a feltételezésre benniinket, hogy a C32+-ATP—éz kristdlyosoddsanak az en-
zim E2—es konformdcidban vald rogzitése esetleg csak sziikséges, de nem
elégséges feltétele. Induld munkahipotézisiink az volt, hogy a kétdimenzi-
0s kristdlyos szerkezet kialakuldsdt a vanddium ionok alacsony affinitasu
kotéhelyhez vald kotédése és/vagy a milimdlos koncentrdcidtartomdnyban
Jjelentkezd vanaddt-oligomereknek a CaZ+-ATP—ézzal vald kolcsonhatdsa is
elésegitheti, stabilizdlhatja. Az aldbbiakban ismertetendd vizsgdlataink
az utdébbi feltevést valdsziniisitik.

Vanddium anionok vizes kozegben koncentrdcié- és pH fiiggéen szdmos for-
mdban (mono-, di-, tetra-, penta-, hexa- és dekavanaddt) el6fordulhatnak. A
kiilonboz6 vanddium anionok megoszldséat 51V—NMR spektroszképia segitségével
tanulmdnyoztuk (3,5). Méréseinkkel igazoltuk, hogy a mono- és oligovanaddt
ionok kozott gyors kinetikdjd, egyensuilyra vezet6 dtalakuldsok zajldédnak
le. Ezzel ellentétben a dekavanaddt ionok neutrdlis pH-n termodinamikailag
instabil, de kinetikailag hozzdvetdlegesen inert formdt jelentenek. fgy de-
kavanaddt ionok neutrdlis pH-n nem képzddnek, de a savas pH-n (pH 6.5
alatt) képzett dekavanaddat ionok pH 7.4-en korldtozott ideig meg6rizhetdk.
A fentiek ismeretében lehetdségiink nyilt olyan kisérleti korilmények ki-

dolgozdsara, amelyek kdzott mono- és dekavanaddt anionoknak a szarkoplazma-

2

tikus retikulum Ca *_ATP-4zra gyakorolt hatdsadt viszonylagosan elkiilonitet-
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ten tudtuk vizsgdlni (a viszonylagos sz6 a dekavanadat oldat kb. 20-25 %-o0s
monovanadat tartalmdra utal).

A mono- és dekavanaddt anionoknak a szarkoplazmatikus retikulum veziku-
ldkhoz vald kot6dését centrifugdldsos elvdlasztdssal és oxiddld sajdtsagu-
kon alapuld kémiai meghatdrozassal vizsgdltuk (3,4). A dekavanaddt ionok
kotodését a fentieken tudl, sdrga sziniik alapjan direkt médon is meghatdroz-
tuk. A kiilonbozd meghatdrozdsok egyardnt arra utalnak, hogy a szarkoplazma-
2+ _ATP-dzhoz kb. 1
mol monovanaddt és 1.4-2.1 mol dekavanaddt kotédik enzimmolekuldnként. Mili-

tikus retikulum fehérjéinek tuilnyomd tobbségét kitevd Ca

mélos koncentrdciéju monovanaddt oldat esetén oligovanaddt ionok kotddése
is megfigyelhetd. A monovanaddt és az egyik dekavanaddt kotoéhely latszdla-
gos disszocidciGs konstansa 50 uM korili értek. Ez az érték jo egyezést mu-

2+-ATP-éz aktivitds 50 %-os gdtldsa mind mono-, mind de-

tat azzal, hogy a Ca
kavanaddt esetén szintén 50 uM korili koncentrdacidtartomdnyban kovetkezik
be (4). Az oligovanaddt ionok és a dekavanaddt ionok egy tovdbbi része a mi-
Z*_pTP-azhoz. A Ca’*-ATP-az

kétféle (,magas" és ,alacsony" affinitdsid) vanddiumkotthelyének 1létét vizs-

limélos koncentrdcidétartomanyban kotddik a Ca

gdlataink 6ta az irodalomban szémos kiilonboz6 mddszerrel (fluorimetrids,
ESR spektroszkdpids vizsgdlatok) megerdsitették.
A mir emlitett 51V—NMR vizsgdlatokat a kiilonbozé vanidium anionok a

2+—ATP—ézhoz vald kotddésének jellemzésére is felhasznaltuk (5). A vana-

Ca
dédt ionok kotdédése a vanadium atommagok immobilizdldddsdval jar, amelyet az
adott NMR-csucs kiszélesedése (eltUnése) jelez. Vizsgédlataink sordn megdl-
lapitottuk, hogy az alacsony affinitdsd kotdhely telitésekor a kiilonbozd
vanaddt anionoknak a Caz+—ATP—ézhoz valé affinitdsa a deka-, tetra-, di-,
monovanaddt sorrendben rohamosan csokken (5).

Fenti megdllapitdsaink azt mutatjdk, hogy a kilonbozd vanaddt anionok ko-
todésében negativ toltéseik szama és eloszldsa nagy szerepet jatszik. Ez a
kotdhelyeken pozitiv toltésd csoportok (Lys, Arg) jelenlétéfe utal. E felté-
telezésiinket amino- és guanidino-csoport reagenseknek a vanddium kottdésére
és kristdlyosité képességére vald hatdsdval vizsgdltuk meg.

A szarkoplazmatikus retikulum Caz+—ATP—éz egyik legjobban feltérképezett
ilyen reagense a szelektiven az enzim 3/190-es lizin csoportjdhoz kotddd
fluoreszcein-5’-izotiociandt (FITC). Eredményeink azt mutatjék, hogy a FITC
a monovanaddt kotésével nincs kdlcsonhatdsban. Ugyanakkor FITC eldkezelés a
dekavanaddt kotdhelyek szdmdt a felére csokkenti és forditva: dekavanadat
jelenlétében a FITC kotddés jelentds mértékben visszaszoritott. Dekavanaddt-
tal az enzim FITC okozta irreverzibilis (kovalens) inaktivélddasa kivédhetd,
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erre a hatdsra a monovanadat ionok nem képesek (6). Igy a 3/19c-es lizin
jelenléte az egyik, alacsony affinitdsd dekavanadat kotéhely kozelében
valdésziniisithetd.

A CaZ+—ATP-éz mind mono-, mind dekavanaddt indukdlt kétdimenzids kris-
tdlyosoddsat a FITC kezelés nem befolydsclja (6). A vanadium kotodési ada-
tok ismeretében igy valdsziniisithetd, hogy az egyik, az alacsony affinité-
st dekavanadat kotéhely a kristdlycscdds eldsegitésébern nem jétszék s5za-

T_ATP-47

kristdlyosoddsdban jdtszott szerepét tdmasszija ald az a tény 1s, hogy de-

mottevd szerepet. A magas affinitasd dekavanadat kdtdhelynek a Ca

kavanaddt esetében a kristdlyosodds mar 30-60 M Bsszes vanadium koncentra-
ciénadl 5o %-os (4).

Latszdélagos ellentmondds fedezhetd fel a nagy affinitasu dekavanadat ko-
téhely sziikségessége és azon kordbbi d4llitas kozott, hogy So %-os kristd-
lyositds monovanaddttal csak 5o0 pM-os koncentrdcidtartomanyban érheté el.

Ezen ellentmondds azzal magyardazhatd, hogy egy ilyen --viszonylag magas--
vanddiumkoncentrdcidra nem egy kis affinitdsd vanddiumkotdhely telitése
miatt, hanem a nagy affinitdsd oligovanaddt kotoéhelyek telitésére ,darab-
szam szerint" elegendd oligovanadat ionok ,termeltetése” miatt van szikség.

Vizsgdlatainkat a FITC mellett mds aminocsoport reagensekre (piridoxdl-
foszfdt, fluoreszkamin) is kiterjesztettiik. Eredményeink azt mutatjak,
hogy e reagensek sincsenek hatdssal a C82+~ATP—éZ dekavanaddt dltal indu-
kdlt kristdlyosoddsdra. Ezzel ellentétben az enzim kristdlyosoddsi hajla-
ma arginin-reagensekkel (butdndion, fenilglioxdl) megsziintethetd. Igy a
kristdlyosoddsért felel6s kotéhely kdzelében arginin csoport(ok) jelenlé-
te valdsziniisithetd (7,8).

Vizsgdlataink utolsd részében arra a kérdésre kerestiink vdlaszt, hogy

. +
az enzim 032

ionok dltal indukdlt Ez-es konformdcicéjas vajon Jjelent-e
konformdcids kiilonbséget az enzim mdsodlagos szerkezetének a szintién?
Cirkuldris dikroizmus mérésekkel igazoltuk, hogy az enzim kb. 45 %
o-hélix, 7 % p-reddzott lemez, 13 % p-,hajti" és 35 % J(.rendezetlen")
szerkezete mind az El-es, mind az E2~es konformacidban vditozatlanul meg-
marad (9,10). A konformdcids analizist clyan mintdkon is elvégeztik, ame-
lyeken az El--)E2 konformacids atmenetek meglétét fluorimetrikusan kozvet-
lenil bizonyitani lehetett. E megfigyeléseink arra utalnak, hogy a CaZ+~
-ATP-4z mikodéséhez sziikséges El->E2 konformacids dtmenetek inkabt az
enzim harmadlagos szerkezetének a Tanford dltal javasolt ,zsanér'-szeri
megvaltozdsdval jonnek létre.

X X *
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A PANKREASZ ES LEUKOCITA KIMOTRIPSZIN SZUBSZTRATSPECIFITASANAK
VIZSGALATA SZINTETIKUS SZUBSZTRATOKKAL

A szerin proteindzok gyakorlatilag minden sejtben megta-
ldlhatdk és sokféle, a sejt hombosztdzisdval kapcsolatos funk-
cidét toltenek be. Minthogy anomdlis aktivitdsuk egyes beteg-
ségek esetén a kdéros dllapot indikdtora, illetve hozzdjdrul
a tlinetek kialakuldsdhoz is, aktivitdsuk meghatdrozdsa diag-
nosztikus értékl lehet.

Az dltaldnos gyakorlat szerint a szerin proteindzokat
primer specifitdsuk alapjdn jellemzik, igy megkiilénbdztetnek
tripszin, kimotripszin, elasztdz stb. tipusd enzimeket. A
tripszin bdzikus, a kimotripszin aromds, mig az elasztdz ali-
fds aminosavak melletti kotések hasitdsdban a leghatékonyabb.
Ugyanakkor a proteindzok szubsztrdtkétd helyei dltaldban t8bb
aminosavrészb8l felépiilt polipeptid szakasz befogaddsdra al-
kalmasak, ezért a primer specifitds igényének kielégitése
szlikséges, de nem minden esetben elégséges feltétele a szub-
sztrdtok kelld sebességgel torténd enzimatikus bontdsédnak
(1. dbra).
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Kwnotripszin szubsztratkotd helye

1. dabra



ssoratériumi diagnosztikdban, de a kisérletes munkd-
Laii 14 a proteolitikus enzimek aktivitdsdnak szintetikus
szubsztrdtokkal tdrténd meghatdrozdsa kerlil egyre inkd&bb
el8térbe. Az a kérdés, hogy egy-egy proteindz szdmdra milyen
aminosav-sorrend optimdlis a szubsztrdtban. Ennek meghatdro-
zdsa dltaldban olyan szubsztrdt sorozatokkal tdrténik, me-
lyekben egy-egy alhelyen az aminosavak szisztematikusan vdl-
toznak, és a mért kinetikai dllanddk Osszehasonlitdsa alapjén
vonnak le k&vetkeztetéseket.

Szdmitdégéppel végzett regresszids analizissel a vizsgd-
landdé szubsztrdtok szdma csdkkenthetd. Ilyen jellegd vizsgd-
latok -peptid-p-nitroanilid szubsztrdtokkal évek déta folynak
a DOTE Biokémiai Intézetében (1). Legutdbb a jél ismert szer-
kezetld marha pankredsz kimotripszin szubsztrdt specifitdsét
hasonlitottuk ©ssze a kevésbé ismert felépitésl, humdn granu-
locitdbdl izoldlt kimotripszin-szerd enzimmel, a katepszin-G-
vel, azonos 6sszetételld szubsztrdt sorozattal (2, 3). A kimo-
tripszin szubsztrdtkotd helyének felépitése rontgendiffrak-
cids vizsgdlatok alapjdn ismert (4), igy a kapott eredménye-
ket Osszevethettilkk az elméletileg vdrhatd kolcsonhatdsokkal.
A vizsgdlt készletb8l szdrmazd néhdny szubsztrdttal kapott
kinetikai 4llanddékat az I. tdbldzat tartalmazza. A kineti-
kai adatokbdl, a tdbbi kdzdtt, az aldbbi kdvetkeztetések
vonhatdk le a szubsztrdtkétd helyek tulajdonsdgait illetden:

AP,
tekintve a kimotripszin, k&zel azonos K

_élﬁélif a primer specifitdst megszabd kotbhelyet
M mellett, mintegy
kétszeres sebességgel hasitja a tirozint tartalmazd szub-
sztridtokat a fenilalanint tartalmazdékhoz képest. Feltehet8en
ez a szubsztrdtzseb aljdn elhelyezked8 szerin hidroxiljdval
kialakulhaté hidrogén hidnak tulajdonithatd, ami csak tiro-
zinnal johet létre. A katepszin G a tirozin tartalmi szub-

sztrdtokat erdsen koti, de ez a kca -ra nincs lényeges be-

t
folydssal. Mig kimotripszin esetén a triptofdn a fenilala-

ninhoz hasonld hatasd, a katepszin G esetében elénytelen,

mert a X, értéxkét megndveli. Mindkét enzim képes leucin és

.4 . 4 ez ) L i
Az aibclyer P, V., stb. roviditése az enzim szubsztratksoto
helyét zlkotd amifiosavakat S1, 82 stb. jeltli (Schechter és
Berger (5) szerint.



I. tdblazat

Tripeptid-pNA szubsztrdtok kinetikai dllanddéi
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Kimotripszin Katepszin G
Ky(m)  k__ (s™h) k) k (sT)

1. PhCO Arg Val Phe 0.220 2.88 0.079 1.96
2. Suc Arg Val Phe 0.139 19.04 0.383 2.47
3. Suc Arg Val Phe 0.210 19.15 0.071 0.89
4. PhCO Arg Pro Phe 0.130 2.00 0.407 3.72
5. PhCO Arg Pro Tyr 0.142 5.31 0.213 2.36
6. Suc(OMe) Arg Pro Tyr 0.094 26.66 0.595 2.39
7. Z Arg Val Leu 0.210 0.58 0.500 0.01
8. 2 Arg Ahx Ahx 0.106 0.59 1.235 0.15
9. Arg Val Phe 0.893 6.83 0.050 0.28
10. D-Arg Val Phe 0.127 5.42 0.188 0.63
1. D-Arg Gly Phe 0.035 0.04 0.787 0.92
12. D-Arg Ser Phe 0.024 0.38 0.442 3.37
13. D-Arg Glu Phe 0.151 0.82 0.980 4.03
14. D-Arg Val Trp 0.112 3.69 1.010 1.33

50 mM Trisz-HCl pH 8.0 pufferben 7% dimetil-szulfoxid tartalom
mellett.

ROoviditések: PhCO, benzoil; Suc, szukcinil; Suc(OMe), metoxi-
szukcinil; Z, benziloxi-karbonil; Ahx, norleucin

norleucin mellett is hasitani, azonban csak kis sebességgel.

P,_alhelyen hidrofdb aminosavak n&velik a kimotriptikus
hasitds sebességét, mig a kis méretl oldalldncok a KM tekin-
tetében bizonyultak el8nydsnek. Katepszin G esetében forditott
a helyzet.

23 alhelyen is egymdssal ellentétesen viselkedik a két
enzim. A kimotripszinhez erd&sebben kot8dnek az arginin tartal-
mi szubsztrdtok, mint az alanin tartalmdak, de katalitikus

dllanddikban nincs lényeges kiilénbség. A katepszin G-hez na-
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SPaer Sz gianin tartalmd szubsztrédtok affinitdsa, de kisebbek
4 kKatalitikus 4llanddk.

24 alhelyen a szubsztrdtok véddcsoportokat tartalmaznak.
Ezek jelenléte dltaldban jobb kinetikai paramétereket ered-
ményezett a szabad N-termindlisd, azonos Osszetételd tripep-
tidekhez képest. Metoxi=-szukcinil véddécsoport a kimotripszin-

nél jelentds kc novekedést eredményezett az aromds benzoil

véddcsoporthoz 3§szonyitva. Taldn ez is azzal magyardzhatd,
hogy & kimotripszinben a megfeleld kotShelyen szerin van,
amely csak a metoxi-szukcinil-csoporttal képes hidrogénhidat
alkotni, a benzoil-védbcsoporttal nem. Ez a hatds elmarad a
katepszin G-nél, és a benzoil-véd&Scsoportot tartalmazd szub-
sztrdtok lényegesen jobban kodtddnek.

Osszefoglaldsul megdllapithatd, hogy bdr mindkét enzim
els8sorban aromds aminosav mellett képes hasitani, primer
specifitdsukban is van eltérés, a t6bbi alhelyen pedig telje-
sen eltérb a viselkedésiik. Ebb&1l arra kdvetkeztethetlink, hogy
a katepszin G szubsztrdtkotd helye mds felépitésid, mint a
kimotripsziné. Ugy gondoljuk, hogy a kimotripszinéhez képest
kiseblb, és hidrofdbabb a katepszin G primer szubsztrdtzsebe,
S, alkhelyen feltehet8en kisméretd, S és Sy alhelyeken tel-

2
jesen apoldros oldalldnc helyezkedik el.
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IN MEMORIAM ’
FARKAS GABOR

A Magyar Tudoményos Akadémia rendes tagja, az SZBK Nivényélettani Intézet ny, igazgatéija,
c. egyetemi tandr,

a Leopoldina Német Természettudoményi Akadémia (Halle) tagja, a Federation of European
Societies of Plant Physiology magyar nemzeti bizottsig elnike, az International Assotiation for Plant
Physiology magyar képviseldje, a Biochemie und Physiologie der Pflanzen szerkesst bizottsig tagja,

a Munka Erdemérem arany fokozata tulajdonosa

Amikor-1955-ben az akkor még a
Foldmiivelésiigyi Minisztérium
fennhatésdga alatt levs Novényvé-
delmi Kutaté Intézetben aspirdns-
kodtam, érdeklédésb6l elmentem egy
oda bejelentett eldaddsra, amelyet
a Martonvédsiri Mezdgazdasdgi Kuta-
t6 Intézet egy munkatrsa tartott.
Az el8adds egészséges és rozsda-
fertézott blizanovények 1légzési ut-
Jai kozotti kiilonbségekrll szdlt,
kiilonds tekintettel a Krebs-Szent-
gyorgyi cuklusra., Mar az elfadés
inditésakor éreztem, hogy itt va-
lami &dtlagon feliili késziil. A
vizsgdlt kérdés egy dltaldnos prob-
1lémakdrbe helyezése a bevezetésben, a szabatosan fogalmazott mon-
datok logikus egymdsuténja, az eredmények rigurézus dokumentdlt-
séga, a kovetkeztetések adekvdtsdga, mind egy igényes kutats és
ragyogd elbadé munkdjdnak szinvonalassdgit tiikrozték., De ezek
mellett a "targyi" jellemzdkdn kiviil volt még valami ebben az eld-
addsban, amit nehéz megfogalmazni. Taldn azt lehetne mondani, "mii-
vészileg lenyiigdzd" volt. Mindnydjan éreztilkk, hogy aki el8ttiink
&ll, az nemcsak kiemelkedd térgyi tuddssal rendelkezd szakember,
hanem olyan valaki, aki egész emberi 1ényét, annak emociondlis
részével egyiitt egy magasztos célmnak, a tudomdny miivelésének szen-
telte. Az, aki ezzel az akkoriban ritkdn érezhetl, életre sz616

élménnyel megajédndékozott, Farkas Gdbor volt.
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Mint késdbb megtudtam, az emlitett elbadds amolyan bemutat-
kozas volt, mivel szd volt rdla, hogy az eldadd a Novényvédelmi
Kutaté Intézetbe keriil. Amikor ez rovid iddén beliill valdban bekd-
vetkezett, a fiatal kezdd aspirdnsban az a merész és egyeldre
bizonytalan kimenetelll dlom ébredt, hogy kdzelebbi kapcsolatba
keriljon vele, és tanuljon t6le amennyit csak lehet,

A kapcsolatteremtésre, szerencsémre, két Ut is kindlkozotte.
Az egyik az volt, hogy mint aspirans novényvirusok, tehdt a rozs-
dagombékhoz hasonldan, obligdt parazitdk elslsorban tiinettani
karakterizdldsdt végeztem, és éreztem, hogy itt valahogyan "mé-
lyebbre", a fizioldégia, biokémia irdnydba kellene tovdbb lépni.
A médsik Ut a nyelvek imddata volt mindketténk részérbl, Még ma
is kitorolhetetlen emlékként élnek bennem azok az esték, amikor
a laborban egy kibontakozdé kollabordcid részleteit hol németiil,
hol francidul, hol angolul beszéltilk meg /angolul akkoriban in-
kébb O beszélt, én bélogattam/.

A "team" végilil spontdn kialakult, veliink volt a ma mdr aka-
démikus Kirdly Zoltén is, és a kezdl aspirdnsnak a Nature-ban és
Virology-ban jelentek meg dolgozatai a dohdnymozaikvirus ockozta
nekrétikus tiineteket kisérd enzimatikus valtozdsokrdl az oxidativ
anyagcsere szintjén.

A kezdeti és azutdn egyre fokozddd lendiiletes kozbs munka
és az azt kisérd megbeszélések, vitdk végil is mindkettdénkben
egy életre sz616 egyméshoztartozds érzését alapoztdk meg. Ez az
érzés végig toretleniil fenmmaradt, és ugy érzem, ez Jjogosit fel
arra, hogy Farkas Géborrdl tragikusan korai haldldval kapcsolat-
ban itt mint tuddésrél és mint emberrdél megemlékezzem,

Mint tudds kiilonds hatédst tett, rédm kutatdéi mentalitédsa és
kapacitdsa révén. Jellemzd volt rd elsdsorban az Ujszeriiségre va-
16 torekvés., Ez egyrészt a témavdlasztdsban tikrdzédstt, hiszen
8 volt a novényi kérélettan megalapitdja nemcsak hazai, de nem-
zetkozi szinten is, mdsrészt az eredmények kdzlésének stratégi-
djéban, Megszdllottja volt annak a ma mdr kozhelynek szdmitd és
minden igazi kutatd dltal elfogadott, de az otvenes években 4t
torésnek szdmitd és egydltaldn nem népszerii elképzelésnek, hogy
olyan uj eredményeket kell produkdlni, amelyek egy nemzetkozi
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zsiri prdbdjdt is kidlljdk, vagyis magas szinvonald nemzetkozi
folyéiratokban kell publikdlni, és ezt idejében kell tenni. Egy
ilyen igényesség a tudomdnyocs munkdval szemben csak egy sor
egyéb kvalitds megléte esetén lehetséges, Annak felfedésére, hogy
mi a valdban uj, sziikksége volt az egész novényi bickémia globdlis
dttekintésére, Farkas Gébor volt a hazai novényfizioldgusok /bar
Ovele kapcsolatban jobban szeretem a ndvénybiokémikus szdét/ ko=
zott az egyetlen, aki barmikor naprakész dllapotban tudott a no-
vénybiokémia barmely részteriiletének aktudlis alldasardl adekvat
informdcidt adni. Bizonyiték erre a tobb kiadast megért Novényi
Biokémia c. kényve, amely, Ugy érzem, még sokdlg megbizhatd isme=-
retforrasa lesz nemcsaek a hazai kutatdkmnak, hanem az egyetemi ok-
tatdknak és hallgatdknak is. Ahhoz, hogy az eredmeények valdban
publikdlhatdk legyenek, szokatlanul fejlett kritikai érzékre is
szilkség volt, Ez Nala egyrészt a kisérleti eredmények abszolut
megbizhatdsdgdnak, masrészt pedig annak megkovetelésében mutatko-
zott meé, hogy a dolgozatok megirdsa sordn minden mondat, minden
sz6 a helyén legyen, csak azt mondja, de azt igen, amit irdja ki
akar fejezni, Hanyszor kérte hidnyzdé kontrolok beiktatasat a ki-
sérletekbe, ami ellen a fiatal kezd8k idénként tiltakoztak, és
hényszor iiltiink estéken keresztil egy-egy mondat felett, aanak
minden szavadt mérlegelve, szinonimékat keresve, radirozva és WUj-
rairva, athuzva és ujrafogalmazva! Egy ilyen igényes munka & ke-
ressége csak rigurdzus logika végigvitele esetén biztositott.
Farkas Gabor tovdbbi kvalitdsa a maximdlisan fejlett logikal ér—
z€k volt. Ez megmutatkozott a kisérletek tervezése soran, a dol-
gozatok irdsa ktzben, elbaddsaiban és tudoménypolitikai kérdések
értékelése alkalmdval, Mindennemii megnyilatkozdsdban egy “logikai
vonalvezetés" nyilvanult meg. A szakmén kivil ez a tulajdonsiga
jérult hozzd ahhoz, hogy kivdld eldaddé legyen /tobbek kiozitt a
JATE-n egészen addig, mig betegsége ebben meg nem zkadalyozta,
fékollégium keretében oktatta a névényélettant/, és,hogy tudomsny-
politikai kérdésekben olyan élesen lasson, mint echogy laloti.
Ezek a fentiekben felsorolt kvalitdsai jarultak hozzd ahhoz,
hogy médr kutatéi pdlydjdnak kezdetétll a novénybickémia szakte=
kintélyévé valjék., Tobb, mint szdz, nemzetkozi folyodiratokban meg-
jelent dolgozatédt itt nem lehet mind felsorolmni. Csupédn maddrtave
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latbél szeretném néhdny reprezentativ munkdja tikkrében azt az
utat felvdzolni, amelyet, mindig a 1lényegileg uj irdnti kivédncsi-
sdgdt6l hajtva, végigjdrt. Alapvetl érdeklddési kore az oxidativ
anyagcsere volt, de sohasem k6t6d6tt mereven egyféle objektumhoz
vagy egyetlen témdhoz. Ha kezdeményezd készsége Ugy diktdlta, be-
lemeriilt a nukleinsavanyagcsere kutatdsdba is. Mindjart palydja
kezdetén kiemelkedé dolgozatai jelentek meg az aszkorbinsavoxidéz
szerepérdl a rozsdafertdzott buza megnovekedett 1égzésében /1/, a
polifenoloxidédz szerepérsl a burgonya sztreptomicin-indukdlta
Phytophthora-rezisztencidjdban /2/ vagy a dohdnymozaikvirus okoz-
ta nekrdétikus 1ézidk /3/ és az v.n. lokalizdlt szerzett rezisz-
tencia /4/ kifejlédésében. Atmenetileg érdekelte a Pseudomonas
tabaci toxikus hatédsdnak biokémiai hattere /5-=7/, majd hosszu ide-
ig a novényi nukleinsavanyagcsere fertézés-, szeneszcencia-, és
sztressz=indukdlta vdltozdsal foglalkoztattdk. Ezeket a vizsgdla-
tokat eleinte egész ndovényeken /8-12/, majd, érzékenyen reagélva
uj id6k szeleire, egysejt szinten folytatta. Igy vdltak kedvenc
kisérleti objektumaivd eleinte a novényi protoplasztok /13-15/,
késébb pedig a kék-z6ld algdk., Ugy tiinik, ez volt az a kisérleti
objektum, amelyet végilil legalkalmasabbnak taldlt a fertdzést /je-
len esetben fdgfertdzés/ és sztressz-hatdsokat /nitrogénéheztetés,
fényelvonds/ kisérd nukleinsavanyagcsere valtozdsok /16-20/ és a
1égzés szabdlyozdsdban bekdvetkezb valtozdsok /21/ tanulmdnyozd-
sdban, Utolsé, midr a végzetes kimenetel felé kidzeledl betegsége
idejére esb kutatéi korszakdban irt‘dolgozatai alapjédn ugy tiinik, -
sziilet6ben volt egy egységes‘konCepcié az enzimek redox moduldcid-
jénak mechanizmusdt illet8en. E koncepcid épitkezési menetét /22-30/
még lathattuk, de kordbbi témdival kapcsolatban irtakhoz /31-32/
hasonld Osszefoglaldsdt, sajnos, mér nem,

Farkas Gabort, mint embert hdrom, a szé legtisztdbb és leg-
fennkoltebb értelmében vett jelzdvel lehet illetni: a végletekig
tisztességes, igazsdgos és karizmatikus egyéniség volt. A hideg
észt kemény erkolcsi tartdssal és meleg érzelemmel Stvoztes Ez az
egyéniség az, akinek vezetdi jelenléte egy &llanddan nyitott ajtd-
ndl "j6 munkshelyi 1légkort" teremt, akit mindenki szeret és aki
élete végén tiszta lelkiismerettel mondhatja magardl, hogy tanitva=-
nyai vannak, iskoldt teremtett,



Parkas Gabor akadémikustdl, a tanitdtdl, a bardttdol volo-

mennyi tanitvanya nevében szeretettel ¢és mély megrendilésce

bucsizik az egyik legdregebb azzal a fogadalommal, hogy amit
0t6le tanultunk, tovdbb visszik és tovdbb pldntdljuk az elko-
vetkezd kutatdgenerdcidba. Hisszik és tudjuk, hogy ezdltal
konstruktiv médon jérulunk hozzd a magyar biokémia és ezen ke-
resztil az egész magyar tudomdny jovdjéhez.

1.

3

4.

’50

Te

Be

SOLYMOSY FERENC

Kirdly,Z., and Farkas,G.L. /1957/:

On the role of ascorbic oxidase in the parasitically
increased respiration of wheat.
Arch.Biochem.Biophys. 66: 474-485,

Véros,J., Kirdly,Z. and Farkas,G.L. /1957/:

Role of polyphenolase in streptomycin-induced resistance
to Phytophthora in potato.

Science, 126: 1178,

Solymosy,F., Farkas,G.L. and Kirdly,Z. /1959/:

Biochemical mechanism of lesion formation in virus-infected
plant tissues,

Nature, 184: 706-707.

Solymosy,F. and Farkas,G.L. /1963/:
Metabolic characteristics at the enzymati~
tissues exhibiting localized acquired resis
infection.

Virology, 21: 210-221.

«t
C
H o
D00
=0
«
o

Lovrekovich,L., and Farkas,G.L. /1963/:

Kinetin as an antagonist of the toxic effect of Fseudomonus
tabaci, ;

Nature, 198: 71lO0.

Lovrekovich,L., Klement,Z. and Farkas,G.L. /1885/:
Effect of Pseudomonas tabaci on the metabolism of gtarch
in tobacco leaves,
Nature, 197: 917.

Lovrekovich,L,, Klement,Z. and Farkas,GeL. /1964
Toxic effect of Pseudomon s Tabaci on RXN& M"*aoo;’
tobacco and its counteracticn by kinetin.

Science, 145: 165,

Wyen,NeV., Udvardy,J., Solymosy,F., Mdrre,d. and Farkas,Gel.
/1969/:

Purification and proverties of a ribonucleage from Avena
leaf tissues.

Biochim.Biophys.Acta, 131: 588-597.


http://ribonuclea.se

H4

9o

10,

11.

12.

13,

14.

15,

17,

18

Udvardy,J., Farkas,G.L, and Marré,B. /1969/:

On RNase and other hydrolytic enzymesz in excised Avena
leaf tissues.

Plant Cell Physiol, 10: 375-386.

Wyen,N.V., Udvardy,d. and Farkas,G.L. /1971/:

Changes in the level of acid phosphatases in Avena leaves
in response to cellular injury,

Phytochemistry, 10: 765-770,

Wyen,N.V,, Erdei,Sara and Farkas,G.L., /1971/:
Isolation from Avena leaf tissuec of a nuclease with the
same type of specificity towards ENA and DNA. Accumulation

of the enzyme during leaf senescepce.
Biochim.Biophys.Acta, 2%2: 472-4835,

Wyen,N.V., Udvardy,J., Erdei,Sara and Farkas,G.L. /1972/:
The level of a relatively purine=specific ribonuclease
increases in virus-infected hypersensitive or mechanically
injured tobacco leaves,

Virology, 48: 337-341.

?ézér7G., Borbély,G., Udvardy,J., Premecz,G. and Farkas,G.L.
1973/

Osmotic shock triggers and increase inm ribonuclease level
in protoplasts isolated from tobacco leaves,

Premecz,G,, Ruzicska,P., 01éh,T, and Farkss,G.L. /1978/:
Effect cf "osmotic stress" on protein amd nucleic acid
gynthesis in isolated tobacco protoplasts.

Pla.nta, M_];: 33"'36 ®

RuzicskayP., Mettrie,R., Dorokhov,Y.L., Premecz,G., 01ldh,T,
and Farkas,G.L. /1979/:

Polyribosomes iu protoplasts isclated from tobacco leaves,
Planta, 145: 199-203,

Borbély,G., Kolcsei,M, and Farkas,G.L. /1976/:

The postmaturational cleavage of 23 S ribosomal RNA in
Anacystis nidvlans is inhibited by infection with cyano-
phage As=l,

MOl.BiOloRepo, 2: 139—142.

Cséke,Cs. and Farkas,G.L. /1979/:

Effect of light on the attachment of cyanophage AS~1 to
Anacystis mnidulans,

JeBacteriol., 137: 667-669,

Lehmann,Je, VOlkl,W., Udvardy,J., Borbély,G., Sivdk,B. and
Farkas,Ge.L. /1979/:

Characterization of a ribonuclease from Anacystis nidulans
infected with cyanophage AS<1,

Phytochemistry, 18: 541-544.



19,

21,

22,

23,

24,

25

26,

27

28‘0

Borbély,G., Kari,Cs., Gulyds,A., and Farkas,G.L. /1980/:
Bacteriophage infection interferes with guanosine
3%~diphosphate-5’~diphosphate accumulation induced by
energy and nitrogen starvation in the cyanobacterium
Anacystis nidulans,

J.Pacteriol., 144: 859-864,

Friga,G.¥s, Borbély,Ge. and Farkas,G.L. /1981/:

Aceumulation of guanosine tetraphosphate /ppGpp/ under
nitrogen starvation in Anacystis nidulans, a cyanobacterium,
Arch,Microbiocl., 129: 341-343,

Balog?,Ao, RBorbély,G., Cséke,Cs., Udvardy,J. and Farkas,G.L.
/1979/:

Virus infection affects the molecular properties and
activity of glucose=6-P-dehydrogenase in Anacystis nidulans,
a cyanobacterium.

FEBS Lett,, 105: 158-162,

Uséke,Cs., Balogh,f. and Farkas,G.L. /1981/:

Redox modulation of glucose=-6-P-dehydrogenase in Anacystis
nidulans and its "uncoupling" by phage infection.

FEBS Lett., 126: 85-88.

Godeh,M,, Udvardy,J. and Farkas,G.L. /1981/:
Redox modulation of a phosphatase from Anacystis nidulans.
Planta, 152: 408-414.

Friga,GeM, and Farkas,GeLe /1981/:

isolation and properties of an isocitrate dehydrogenase
from Anacystis nidulans,.

ArcheMicrobiole, 129: 331-334,

Udvardy,J.,, Godeh,M,M, and Farkas,G.L, /1982/:
Regulatory properties of a fructose 1,6-bisphosphatase
from the cyanobacterium Anacystis nidulans.
Je«Bacteriols., 151: 203-208,

Udvardy,J., Balogh,f, and Farkas,G.L. /1982/:

Modulation of glyceraldehyde~-3phosphate dehydrogenase in
Anacystis nidulans by glutathione.

Arch.,Microbiol., 133: 2-5.

Udvardy,J., Juhdsz,A. and Farkas,G.L. /1983/:
Interaction between hysteretic regulation and redox
modulation of glucose-6-phosphate dehydrogenase from
A.nidulanse

FEBS Lett., 152: 97-100.

Udvardy,J., Borbély,G., Juhdsz,A. and Farkas,G.L. /1984/:
Thioredoxins and the redox modulation of glucose=6=-phosphate
dehydrogenase in Anabaena sp. strain PCC 7120 vegetative
cells and heterocysts.

J.Bacteriol,, 157: 681-683,

85



86

29. Udygrdy,J., Borbély,G., Juhdsz,A. and Farkas,G.L. /1984/:
Fe’ -chelates mediate the oxidative modulation of cyano-
bacterial and chloroplast enzymes.

FEBS Lett., 172: 11-16.

30, Juhdsz,A,, Csizmadia,V., Borbély,G., Udvardy,J. and
Farkas, GeL. /1986/:
The pyridine nucleotide-dependent D-glucose dehydrogenase
of Nostoc sp., strain Mac, a cyanobacterium, is subject to
thioredoxin modulation.,
FEBS Lett., 194: 121-125,

3], Farkas,GeL. /1978/: ]
Senescénce and Plant Disease. In: Plant Disease, Vol. IIT.
/Eds., Horsfall,J.G, and Cowling,E.B./
Academic Press, New York, pp. 591-412,

32, Farkas,G.L, /1982/:
Ribonucleases and Ribonucleic Acid Breakdown, In:
Encyclopedia of Plant Physiology, New Series. Vol. 14B.
/Eds, Parthier,B. and Boulter,D./
Springer Verlag, Berlin, pp. 224-262,

IBC Technical Bath House (3rd Floor)
® o« = 56 Holborn Viaduct
Services Limited London EC1A 2EX

Telephone: 01-236 4080

NEWS RELEASE ol ™ "™

THE CAMBRIDGE SERIES ON BIOTECHNOLOGY THIRD EUROPEAN SEMINAR & EXHIBITION ON
INTRODUCES AN

‘ COMPUTER-AIDED MOLECULAR DESIGN
INTERNATIONAL CONFERENCE ON ENZYME ENGINEERING

25TH/26TH SepTemBER 1986 167H/177H OcToBer, 1986, Forum HoTer. Lonpown

CvurchiLL CouLece, CAMBRIDGE
ga  An INTERNATIONAL CONFERENCE ON

LYMPHOKINES AND OTHER MEDIATORS IN

ENQUIRIES: Miss Piona Spindlove
IBC Technical Services Ltd.

Bath House (3rd Floor) INFLAMMATORY DISEASES

56 Holborn Viaduct
London EC1lA 2EX.

Telephone 01-236 4080 27711/287tH NovemBer 1986
Tlx: 888870

RovaL LancasTer HoTEL, Lonpon



87

iIGY SZERKESZTETEK TI”

avaay
hogyan forditottam (hatat) a TUDOMANY"-nak

A TIJDOMANY megtiszteld felkét;éaére & Janudri szém

. SCIENTIFIC - reszere egy szakmdmhoz szorosan kapcso-
AMERICAN rmag isdise 146dé temdju cikket forditottam.Amikor
a kéziratot leadtam, 27 ahhoz mellékelt
levélben a szerkeszt <egt arra kértem,hogy
az esetleges javitdsokat, vdltoztatdsokat 1dthassam, sajdt bizony-
talansdgaimat korrigdlhassam. Bdr e segitség felajdnldsdval tobb-
szor is proébdlkoztam, végll is csak az Ujsdgdrus standjdn taldikoz-
tam a mar megjelent cikkel, amely zsifoldsig telve volt szakmai és
nyomdai bakikkal. Béanatos levelet irtam a fészerkesztonek,amelyben
4 oldalon 25 (!) pontban gylijtottem ©ssze a félreforditdsokat,erd-
szakolt,vagy szerintem hibds magyaritdsokat #s a rengeteg értelem-
zavard nyomdai hibdat, koztik pl.egy dbra jeldléseinek kimaraddsat.
Mivel az egyilttmikodés teljes hidnydt éreztem, levelemet azzal zar-
tam, hogy amennyiben ez a szerkesztdi poslitika érvényben marad, 2
lap részére tobbet munkat nem védllalok és kollégdimat is erre biz-
tatom.

Kisvdrtatva levél érkezett a ,TUDOMANY"-té1l, amelyben
a szerkesztdk elfszir is kiokositottak,hogy wa forditds nem alko-
té jellegl szellemi tevékenység,hanem bérmunka", és ,ha minden for-
ditdast utdlag megbeszelnenk a foLdltova} ,akkor évkaonyvet kellene
szerkeszteniink és nem havi lapot,nem bEJZGLVB az erre forditott
rengeteg energidrél." A hibdkra vonatkozoan az semberek vagyunk'
dltaldnos vdlaszt adtdk, majd pontonként vdlaszoltak kifogdsaim-
ra. Néhdny sajdtos magyaritdst kivont szablydval megvédtek, de a
legtiobb esetben a védlasz ilyesmi volt : ,sajtéhiba", ,kihagytuk",
nlehet", ,nyomdai hiba", stb.. Az egyik szakmai jellegl vdlasz,a-
mely szerint a ,fesziltséggrddiens és a fesziiltség esés szinoni-
mdk" - mdr kozépiskolds fizikadrdn sem lenne dijazott felelet.A-
mikor a magyar szaknyelv hagyomdnyaitdl vald eltérést - pl.a SZENi-
GYORGYI-KREBS ciklus Krebs-esitését - vagy szakmai pontatlansdgot
kifogdsoltam, akkor a szoveghliséghez vald ragaszkoddst hoztdk fel
érvként, ugyanakkor az eredeti cikk egy tdbldzatét egyszerlen ki-
hagytdk.

A legizgalmasabb mégis a vdlasz vége volt,amelyel szd
szerint idézek : ,...mi sem kivdnunk Onnek tobb forditdst adni,mert
rengeteg iddt vesz igénybe a hibdk kijavitdsa... Egygbként amennyi-
ben kollégdi is hasonld szinten forditanak,akkor jelzett agitédcids
tevékenységével is csak a mi munkdnkat koénnyiti. (Egyébként amidta
sorozatban olvasom és javitom magukat kivdld szakembereknek és an-
gol tuddsinak tartd emberek durva szakmai hibdktdl hemzsegd kéz-
iratait,azéta értem,miért olyan rossz az egész hazai tudoményos
és miszaki konyvkiadds.")

En teljes szivb&él megértem a tisztelt szerkesztd ura-
kat, hogy sem kedvik, sem idejik .3z 6ket nyaggatd szakmai fordi-
tékkal foglalkozni, hogy megvetik primitiv angolsdgukat ( kdzben
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hadd mentegessem magam avval, hogy a megbizdst csak sikeres prdba-
forditds utdn nyertem el és el6zoleg két és félévet toltottem an-
gol nyelvteriileten, mint vendég-professzor ), de hdt miért is szer-
kesztenek akkor pont tudomdnyos folyéiratot ? Miért vdllaltdk an-
nak nyGgét, hogy a legfrissebb tudomdnyos eredményeket szakszerG-
en és j61 népszerGsitd Scientific American magyar védltozatédban egy-
ben szaknyelviink apostolai is legyenek ? Ha mdr nem tudjdk megfe-
leléen kiszdGrni a sajtéhibakat, miért nem fogadjdk el a fordito ez-
irdnyd segitd ajdnlatat ? Mindezek alapjan tovdbbra is Ugy érzem,
hogy taldn mégsem a sete-suta kutaté forditdék, hanem éppen a kuta-
té-riasztd szerkesztdé urak a hazai tudomdnyos népszerlGsités leg-
fébb kerékkotdi.

Sarkadi Balazs
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Pre-Clinical and Clinical Biochemistry?
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Introduction N
Biochemistry is now generally accepied as an essential
component of any Medical School curriculum, because
medicine is becoming more and more dependent upon
biochemistry as a discipline. Typicaily, 2 medical student
takes biochemistry as one of the pre-clinical subjects,
along with Anatomy and Physiclogy. Once he has
qualified for the clinical part of the course, the student has
fitele, if any. formal contact with biochemistry thereafter.

Conclusions )

Our basic problem, then, is how (o teach biochemisiry (0
our undergraduate medical students in such a way that the
knowledge of the subject imparted to them will serve the
students in their clinical ycars as a tool for solving clinical
probiems. Cur friends at Monash University are appar-
ently faced with the same problem.? It is felt that offering
:ii biochemisiry in the preciinical year is unsatisfactory,

had no clinical exposure yet, and, second, by the time they
are required io apply their biochemical knowiedge to a
clinical situation, most of our students do not remember
any biochemistry worth talking about. It is recognised that
basic Biochemistry cught to come early in the coliege
czveer of 3 medical student, but it is felt that if the more
applied aspects of the subject were offered in one of the
clinical vears, it would enable the students to maintain
contact with the subject when they need it most. We
would like to experiment with offering a basic course in
the pre-clinical year, to be followed by a mere applied one
ng one of the clinical years, parallel with clinical
ts. 1t is hoped that such a programme would enable
nts to appreciate biochemistry better as a basic
science, and that the subject would so stick in

of methotrexate as an anti-tumour agent.
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Teaching Clinical Biochemisiry to Medical Students:
Facts or Concepts?

P GARCIA-WEBB

Department of Clinical Biochemisiry
University of Western Australia
Nediands, WA 6009 Ausiralia

Introduction

In a recent paper, Fraser and Shanley reported the resulis
of a survey thai studied the teaching of clinical biochem-
istry (o Australian medical students.! In their view the
teaching was unsatisfactory. The study raises a number of
questions: what are the aims and goals of the teaching of
clinica! biochemistry to medical students? When in the
course should it be taught, and by whom? Should the
teaching be more concerned with facts or attitudes?
Should it be examined? The aim of this essay is to consider
these questions. It is not expected that the views ex-
pressed here should be considered as dogma; rather it is
hoped they will stimulate further discussion.

Clinical Biochemistry

At least some of the difficulty in deciding how the subject
should be taught stems from the fact that clinical
biochemistry is frequently perceived not to be -an in-
dependent academic discipline. Thus of the ten medical
schools in Australia, only one has a full university
department solely concerned with clinical biochemistry.
The department at the University of Western Australia
was established in 1976, perhaps more on the strength of
personalities than on the strength of academic debate. A
second department, located in South Australia is con-
cerned with clinical biochemistry but also carries the
responsibility for the teaching of biochemistry to medical
students.

In other countries although there may be more Pro-
fessors of Clinical Biochemistry, the academic status of
the discipline seems to be no more definite. A recent
meeting of some heads of departments in England
debated the motion that clinical biochemistry was not an
academic discipline. The motion was lost by only 9 votes
to 8. At least one professor later admitted to have voted
against the motion more because he was a professor of
clinical biochemistry than because he was convinced by
the arguments put by the speakers.

fable 1 Outline of a Clinical Biochemistry Course

Concepts

Laboratory reproducibility and accuracy
Theory of reference values
Discriminatory values of tests
Endogenous and exogenous interference
Limitations of screening

Biological variation in health and disease
Logical pathology investigations
Interpretation of results




In Australian medical schools clinical biochemistry is
mainly perceived as a service laboratory. It is a depart-
ment to which samples are sent and from which results are
expected. That the results should be accompanied by
reasoned comment or advice is not thought necessary.
These service departments are funded through hospitals
by State Departments of Hcalth. Even in Western
Australia, less than 0.5% of the salaries of the academic
members of the university department derive from
university funds. As a result, research is not actively
encouraged. Without the corner stone of research it is not
surprising that clinical biochemistry is not considered to
be an academic discipline.

Such background information perhaps explains why
there is no formal clinical biochemistry course in the
majority of Australian medical schools. Is clinical bio-
chemistry taught at all? To answer that it is necessary first
to define clinical biochemistry.

Clinical biochemistry may be dcfined in a number of
ways. To some, it is the application of biochemistry to
medicine. To others, it is the chemical measurement of
quantities in samples of body fluids to provide data of
possible use in the diagnosis and management of patients.
To others, it involves advice on and interpretation of the
biochemical investigation of disease. From these defi-
nitions it is clear that the subject.requires knowledge of
biochemistry and medicine. The practical knowledge
required in the laboratory is not of significance to the
medical undergraduate.

It thus becomes apparent that aspects of clinical
biochemistry are taught by a variety of staff during the
student’s career. Biochemistry is taught early in the
course; the topic nowadays includes considerable clinical
relevance and, thercfore, aspects of clinical biochemistry.
The use of investigations for diagnosis and patient
management is taught throughout the clinical years by
physicians, surgeons, endocrinologists, paediatricians etc.
Even in medical schools where there is a formal clinical
biochemistry course taught by clinical biochemists, over
95% of the students’ factual knowledge of the subject is
gleaned from outside that course. Indeed, given the small
number of contact hours in the formal clinical biochem-
istry course, it is inevitable that the vast majority of
factual knowledge will be acquired from other sources.
That being the case, is there a need for a formal clinical
biochemistry course at all? The answer, in the writer’s
view is yes; but the teaching required is of attitudes and
concepts, not facts.

Laboratory investigations

The major criticism levelled at young doctors today is not
that they do not know clinical biochemistry facts. Instead
the criticism is that clinical biochemistry is used too much.
For example laboratory investigations in England still
seems to be increasing at 10-17% per year,? due both to
an increase in patients investigated and an increase in
investigations per patient.> The students have clearly
learned that biochemistry can be applied to medicine and
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that the analysis of samples of body fluids might assist in
patient diagnosis and management. What they have not
acquired is the ability to discriminate tests of true
relevance to the clinical problem from those which are
largely superfluous. They have not grasped an under
standing of the real usefulness and real limitations of
laboratory investigation.

There are many reasons for this, ranging from a lack of
understanding of the non-specificity of the majority of
clinical biochemistry tests, to a prevalent attitude that a
patient is not jaundiced until or even unless a numerical
value can be put against the plasma concentration of
bilirubin. It is in this sense then that the teaching of
clinical biochemistry is unsanisfactory.

Concepts

The true objective of a formal clinical biochemistry course
is to teach an understanding of the role of the clinical
biochemistry laboratory in health and disease. The
students should fully understand the concepts listed in the
accompanying table. It is not the purpose of this essay to
specify lecture content in any detail, nor to comment on
the particular teaching technique that might best be
chosen. However, what is apparent from Table 1, is that
the more traditional titles of clinical biochemistry lectures
have disappeared. Such topics on liver function tests or
the investigation of adrenal hypofunction are best left to
the gastroenterologist and endocrinologist. Instead, as
result of the clinic biochemistry course the student siwwmd
be aware that it is possibie to logically deduce how best to
investigate a patient: that a normal result might not
eliminate the possibility of disease, nor might an abnormal
result always indicate its presence: that the concentration
of a substance varies both from individual to individual
and within an individual, and that such biological vari-
ation is increased in disease: that many endogenous and
exogenous substances and the patient’s environment
might profoundly effect the result: that clinical hiochem-
istry results are as much in need of interpretation as the
patients’ symptoms and signs.

Such a course is best taught by clinical bmshﬁmmi 2
the time of transition from pre-clinicai to clinical sub
Grand rounds, case conferences and the like occmrmg in
the later years of the medical curriculuin should provide
the opportunity to reinforce these concepis.

Examining

Finally, should the course be examined? It is not ¢asy 1o
examine concepts and attitudes. Even st ihe moment
clinical biochemistry is at best worth only a small
percentage of marks in pathology. In the write:’s view the
course should not be examined. But what if the students
do not attend? Perhaps the course will just have to be
interesting.

References

! Fraser C G and Shanley B C (1984) Biochemical Education, 12, 82
2 Editorial (1984) Lancer (i) 1278

3 Fleming P R and Zilva J F (1981) Health Trends, 13, 46



92

TIBS 11 - Junuary 1986

&

Trends in

Biochemical Sciences

Volume i1, No. |

Published by the INTERNATIONAL UNION OF BIOCHEMISTRY and ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS B.V.

[

TIBS — the second decade

With this issuc. T/BS begins its second
decade of publication, sceure in the
hnowledge  that it has become  an
established  part  of  the  scientific
communication network. In fact, it
clearly  occupies a unique place; it
created this format and now is a model
tor several TIBS-type journals, both in
related arcas as well as other disciplines.
The success of TIBS is neither difficult
to understand nor to trace. As detailed in
his article in this issuc that outlines the
carly history of the journal, Bill Whelan
and the Elsevier Publishing Company
independently conceived of a ‘news-
paper” style magazine that would con-
tain both serious articles (in the form of
reviews) and more personal features
including forums for the discussion of
various views and ideas. Perhaps the
most remarkable event was that these
parties, 1UB (representea by Bill) and
Elsevier, came together leading to the
founding of the journal. As both Bill and
Joan Morgan, the first staff cditor of
TIBS. describe, the . carly days were
anything but smooth sailing. I'remember
well the anguish and the pressure created
by a lack of material and rapidly
approuaching deadlines. As part of the
founding Editorial Board, 1 received my
share of gentle but firm arm-twisting
from both Bill and Joan that was rcally as
much as anything responsible for the
ultimate successes. :
IFBill and Joan were an cffective tcam
during the launching phase of TIBS,
John Tooze. who succeeded Bill Whelan
as Editor in Chicef after the first three
vears of operation, and Steve Prentis,
who uliimately filled Joan Morgan's
post. formed  an equally - effective
partnership during the phase when the

journal matured. Bill and Joan can be

credited with laying the foundation;
John and Steve erected the very stable
house that now exists. In August 1984,
Judith Hall took over as the in-house
editor of TIBS, with Steve as Managing
Editor, and it was with great regret that |
learned just prior to press time that Steve
Prentis will soon leave TIBS for another
publishing venture. He will be sorely
missed and will transfer to Judith Hail
and | new challenges for maintaining the
TIBS tradition.

Another very important component in
the development of T/BS has been the
panel of editors who have served the
journal with a special sort of dedication.
Some two-dozen scientists, past and
present, have been members of the
Editorial Board and this issue contains a
representative sampling of their views,
some scientific and some more political,
that in my opinion illustrates the depth of
scientific acumen that has characterized
this group. Appropriately there has been
a broad distribution of both interest and
nationality. Some have served relatively
short terms while others have been
associated with 7/BS for many years
(including myself, who has remained
associated with the journal throughout
its existence). All the Board members
have brought many things to 7/BS but
the most important has been the
maintenance of high standards and
quality throughout its pages. Unlike
most other journals which receive the
majority of their material in unsolicited
contributions, T/BS depends upon its
Editorial Board to generate most of its
scientific content. One of the main
responsibilities of the Editor in Chief
clearly must be to maintain a lively and
viable interaction with the Editorial
Board and to cnsure, as openings
periodically occur, that they. are filled

with the same dedicated individuals that =

have characterized the first ten years of
operation.

What then can one expect from 7/8S
in the next ten years? First and foremost,
we will strive to maintain what T/BS has
already become - a publication of
outstanding class. TI8S will continue to
report exciting scientific developments in
biochemistry and molecular biology in
terms of both reviews and short reports
(journal clubs and the like). As
mentioned in the article of John Tooze,
from whom [ am receiving the baton,
TIBS must actively maintain its
birthright of publishing interesting

bl

results in all arcas of the biochemicul
scienees. Put another way. it must resist
encroachment from other  journals.
including its stablemates, in order 1o
provide its readership with the broad
spectrum of findings that it has come to
expect. We will do this. T/BS will alo
continue to be a forum for various
germane discussions, as it has in the past.
and 1 encourage all readers of TIBS to
submit their views and/or suggestions in
this regard. Finally, T/BS will continue
its more personal approach to science. Tt
has pioneered the use of non-traditionul
material, e.g. cartoons, to highlight in a
very human fashion its serious material.
and has noted the comings and goings of
biochemical scientists around the world
when information was available.
Surprisingly, it has not been casy 10
obtain such information; we therefore
invite individuals and organizations to
inform us about such ‘comings and
goings’ — appointments, awards. etc.
Thus, the next decade of T/BS
promises not only innovation. as with the
new lock to our historical feature. but
also a continuing diverse but balanced
presentation of a variety of material of
interest to the biochemical community. |
personally stayed with T/BS for the first
decade of its existence because ] believe
that it provided an important service for
devotees of the field, ranging from
undergraduate students just becoming
interested in biochemistry to senior
scientists with long established track
records. I also stayed with T/BS because
it was fun. I fully expect it will continue
to do both things for me.
RALPH A. BRADSHAW
Editor in Chief

Departmen of Biological Chemistry.
University of California,
Irvine, CA 92717, USA.

FJ




HIREK és ESEMENYEK

VEZETOSEGVALASZTO KULDOTTKOZGYULEST TARTOTT MAJUS 13-4n EGYESULETUNK

A kildottek - a szakosztdlyok vezetgi és valasztott képviselfi, a
a jogi tag vdllalatok képviseldi és a lekdszdnd elndkség tagjiai -
titkos szavazdssal vdlasztottdk meg Egyesidletiink 3 eindkét és 1o~
titkdrat, tovabbad az Gj elnokség, az ellenbrzd bizoitisag, az eti-
kai bizottsdg és a tandcsadd bizottsdg tagjsit. A vdlasztds ered-
ménye alapjdn Egyesiiletiink 0j tisztségviseldi a kidvetkezobk

Elndk : Dénes Géza
F6titkdr : Hidvégi Egon

Az elnokség tagjai : Antoni Ferenc Huszti Zsuzsa
Addm Vera Kis Antal
Bajszdr Gyorgy Kiss Béla
Barabds Gyorgy Kondorosi Adéam
Dénes Geéza Kovacs Gabor
Dux Ldszlé Kremmer Tibor
El6di P&l Lengyel Zoltén
Farago Anna Machovich Raymund
Ferencz Antal : Mandl Jdézsef
Fésiis Ldszlo Molnar Jénos
Financsek Istvén Nyeste Ldszld
Friedrich Péter Polgadr Lészlé
Gadl Jézsef Sarkadi Balazs
Gergely P&l Sik Tibor
Grdf Ldészlé Szabd Dénes
Haldsz Anna Szentirmay Attiia
Hidvégi Egon Tyihak Erné
Jeney Andrés Venetianer P&l

Vereczkey Ldszld

Az Ellendrzd Bizottsdg elndoke : Novdk Ervin
tagjai : Boross Ldszld és Sohér Istvén

Az Etikai Bizottsdg elndke : Tigyi Andrds )
tagjali : Muszbek Ldaszld és Udvardy Eva

Az elntkség mellett m{dkodé Tandcsaddé Bizottsdg tagjai

Alkonyi Istvéan Gérdos Gydrgy
Bagdy Daniel Guba Ferenc

Banga Ilona Horvéth Istvan
Biacs Péter Kralovanszky Pal
Bihari Istvan Straub F.Brund
Biré Endre Szabolcsi Gertrud
Bot Gyorgy Ldsztity Radomir

Wollemann Maria
A kiildaottkdozgyllésen elhangzotit f6titkdri beszdmoldt,tovabbsd az ]
elnokség alakuld lilésének eseményeit a kovetkezd szédmunkban ismer-
tetjik.
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18th FE B S Meeting

LJUBLJANA - YUGOSLAVIA
June 28 - July 3, 1987

Organized by the Union of the Biochemical Societies of Yugoslavia

Scientific Programme

The scientific programme will include Symposia with invited speakers, Poster
Sessions and Colloquia.The Symposia will cover the following topics (preliminary):

1, Genome Organization

2., Gene Expression

3. Immunochemistry

4. Structure and Function of Proteins and Peptides
. Enzymology

. Bicenergetics

. Biomembranes

. Growth and Differentiation of Cells
9. Simple and Complex Lipids

10. Neurcbiochemistry

11. Hormones

12. Metabolism Regulation

13. Biotechnology

14. Biochemistry of Viruses

15. Plant Biochemistry

16. Medical Biochemistry

o~ o

The First Announcement will be distributed in September 1985.

Further information:

Secretariat of the 18th FEBS Meeting
J. Stefan Institute
Department of Biochemistry
61000 Ljubljana
Yugoslavia
Tel. (061) 214-399

FEBS
INTERNATIONAL SUMMER SCHOOL
ON

IMMUNOLOGY

September 15 - 24, 1986, lonian Village,
West Coast of Peloponese, Greece

The Immune System: Genes,
Receptors and Regulation
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Egyesiiletiink GYOGYSZERBIOKEMIAI SZAKOSZTALYA dpriiis 28-30 kozott
tartotta

wKalcium hdztartds - kalcium-antagoni=tak,
a

korszerl irdnyzatok a gydgyszerkutaiisban cimd konfe-

rencidjat. A taldlkozéra mintegy 100 kutatd jdtt =1,«6zel 30 kidlon-
b6z6 kutatéhelyrdl. A rendezvény célje egyfaicl =: voll. hogy a té-
médt egyszerre kozelitse meg biokémiai, farmakclogisl &= klinikaei ol-
dalrél, médsfeldl pedig alkalmat adjon a kutaidiniezzii, egyetemi

ére. A konferen-

tanszéki és gydri kutato szakemberek veleménycocréd)
cia szinvonala igen magas volt, a résztvevdk kozdit négy akadémi-
kus is jelen volt s koziiliik kettd, Denes Géza és Uamjanovich San-
dor nagysiker( eldaddst tartott.

Ugy gondoljuk, hogy az ilyen tipusi konferencidkra,t.i.azonos
teriilet interdiszciplindris megkozelitésére nagy szikség van.A Ki-
16nbdz6 terijleteken dolgozd szakemberek igy kdzvetlen lehetlséget
kapnak egymds munkdjdnak,problémainak és eredményeinek megismeré-
sére. Ezen a taldlkozén csak az jelentett problémat, hogy a szoros
program kevés id6t engedett a megbeszélésekre és vitakra. Reméljik,
hogy a jovoben ezt el tudjuk majd keriilni. A konferenciea sikeréhez
nagy mértékben hozzdjdrult az idedlis kornyezet : a Minisztertandcs
balatonszemesi Kozponti Udiléje mind technikszi, mind Udiilési szem-
pontbdél a legmegfeleldbb volt.

Kovdcs Gabor
a Gydgyszerbiokémiai Szakosztaly
elnike

1 H ' Travel: Uppsala is 35 km from Stockhotre international Airpert - Arlanda -
BlOChem‘ca and is connected by airport bus, and fi':: e ! °
Sepa ration M eth Ods Language: The International Summe: School will be heid in £nglish.

Location of the Internationai Summer School: Biomedical Center
University of Uppsaia

Sweden
International ,
All Correspondance: iréne Aspman
Summer School gbétirm:cielx ormatonal A
0technoios nterrnational 4
AUQUSt 11-15 1986 S-75182 Uf%SAie_A

Uppsala, Sweden Sweden

Pharmacia

Biotéchnology Intemational

S-751 82 Uppsala, Sweden
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UNIVERSITE DES SCIENCES
ET TECHNIQUES DE LILLE 1

Laboratoire de Chimie Biciogique

%n()[é %ﬂ(ﬂté’e el g e/!/ gf} Jff 3 w297

FEBS ADVANCED COURSE
ON GLYCOCONJUGATES

The Laboratory of Biological Chemisiry (Laboratoire
Associé au C.N.R.S. n° 217) of the Université des Sciences et Techni-
ques de Lille organizes in September 1986 a FEBS Advanced Course on
the Methedology of the Structure, Metabolism and Molecular Biology of
Glycoconjugates with the participation of H. EGGE, F. HEMMING, C. HUGUES,
R.W. JEANLOZ, M. MONSIGNY, H. SCHACHTER, R. SCHAUER, N. SHARON, J.F.G.
VLIEGENTHART and of the scientific staff of the Lab.

The number of participants is limited to 25. Teaching
will consist of general lectures, round tables and mainly practical
works on the following topics :

- Preparation and fractionation of glycolipids, glycoproteins, glyco-
peptides and glycans.

- HPLC of sugars and derivatives.

- Determination of glycan-peptide linkage {f~elimination and hydrazi-
nolysis).

- Colorimetric, chromatographic and electrophoretic determination of
neutral sugars, hexosamines, uronic acids, sialic acids,

~ Glycosidases (exo- and endoglycosidases) : isolation, activity deter-
mination, application to the study of the structure of glycoconjugates.

- Permethylation and identification of methylated sugars.

- High resolution-NMR and mass~-spectrometrv of sugars and derivatives.

-~ Biomembranes : isolation, membrane enzymes and glycoconjugates, receptors,

- Membrane lectins.

- Lectins. N

~ Biosynthesis and catabolism of glycoconjugates. Lipid intermediates.

Dates : & to 20th of September 1986. Application deadline : lst May 1686,
Course fee : FF 3,500 (including meals and accommodation). Students may
apply to the FEBS Travel Fund to cover the cost of their travel and for
accommodation and subsistence.

Further informations : J. MONTREUIL, Univavsité des Sciences et Techniques
de Lille ; Laboratoire de Chimie Biologique, 59655 - Villeneuve d'Ascq
Cedex (France).

Phone : 20.43.48.84

59655 VILLENEUVE D'ASCQ CEDEX - Tél. (20) 91.82.2¢ (Posie 2455)
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