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Az opioid receptorok szerkezete

Az opioid receptorok az opidt-érzékeny neuronok felszinén lokalizalt integrans
membranfehérjék [1-4]. Funkcidjuk kettds: felismerS és jelatviteli. A felismerésen opiat
hatdsii molekuldak (pl. morfin) megkotését értjiik, a jelatvitel pedig mindazon biokémiai
valtozasok Osszességét jelenti, ami az els6dleges szigndl (opioid agonista) hatasara celluldris
szinten bekdvetkezik. Az opioid receptorok szamos sejten beliili (biokémiai) és az organizmus
egészére jellemzd (fiziologiai) folyamatban vesznek részt, utobbiak kozil a fajdalominger
kiiszobének jelentGs emelése (analgézia) a legismertebb. Az opioid receptorok heterogének, a
harom {6 tipus (1, 5, ) mellett receptor altipusokat 1, 1y, Ky, Ky stb. is leirtak [S, 6]. A
receptorok heterogenitasara biokémiai (els6sorban ligand kétési), anatomiai és farmakoldgiai
adatok utaltak. A kulonféle p-receptorokhoz példaul eltérd fiziologiai aktivitast rendelnek: igy
a p; a fajdalomcsiilapitds kozvetitSje, a |, altipus a morfin szdrmazékoknak a légzést
centralisan gatlo hatasaiért felelés. A « receptor altipusai szamottevé faji és regionalis
eloszlasbeli [7] kiilonbségeket mutattak, emellett eltéré neuroendokrin hatdsokat kozvetitettek
[8]. A xy és k, receptor izoformédk a ligandkotd helyek sztereoszelektivitdsaban is markansan
kilonboztek [9]. Az opioid receptorok multiplicitisinak héttere azonban mindezidaig
ismeretlen volt. Most, amikor molekuldris bioldgiai médszerekkel felderitették az opioid
receptor {6 tipusainak elsGdleges szerkezetét, az altipusok elkiilonitése is elérhetd kozelségbe
kerilt.

Az clkovetkez6 néhdny oldalon az opioid receptorok molekularis szerkezetét kivanom
bemutatni. A receptor tipusok ¢cDNS szekvencia analizisével nyert adatokat Osszevetem a
biokémia hagyomdnyos modszereivel feltart megfigyelésekkel. A kérdéskor el6zményeihez €és
korabbi irodalméhoz Wollemann Maria 8sszefoglaldja (BIOKEMIA 1989/4.) nyujt tovébbi
hasznos informdacidkat.

A receptor klonozasa

Annak ellenére, hogy az opioid receptor tipusokat rendre homogenitasig tisztitottak [10-12], és
tobbféle anti-receptor antitestet is kifejlesztettek [13-15], a szerkezetfelderités viszonylag
sokdig sikertelen maradt. Az opioid receptor alacsony szoveti koncentracidja (agyszovetben <
1 pmol/mg fehérje) és nagy érzékenysége nem tette lehet6vé még részleges aminosav-sorrend
kémiai meghatarozasat sem. igy nem készitettek olyan 'best guess' oligonukleotidokat sem,
amelyeket hibridizécidés probaként haszndlhattak volna genomidlis vagy c¢DNS koényvtarak
atvizsgaldsa soran. A Xenopus laevis oocita transzlacios rendszert sem alkalmazhattak opioid
receptorok expresszaltatdsdra, mivel ismert volt, hogy a béka petesejtek felszinén opioid
kotShelyek talalhatok [16].

Az "attorést" két sikeres receptor kldnozas jelentette, amelyekrdl a beszamolok 1992. végén
jelentek meg [17, 18]. A cDNS kiéntirakat NG108-15 szévetkultirdbol™ izolaltak: ez a
rendszer az opioid &-receptorokat expresszdlja, és a biokémiai munkdk sordn (tisztitds,
affinitasjelolés), mint viszonylag homogén receptor forrds valt be. A frakcionalt cDNS-sel
majomvese eredetii COS-7 szovetkulturat transzfektaltak. A receptor kifejez8dését ligand
autoradiografidval, illetve ‘'poolwise’ ligand kotés modszerével kovették. Utolagos
megfigyelések alapjan a klonozas sikerét elsGsorban annak tulajdonitottak, hogy az NG108-15
sejtekben a §-opioid receptor mRNS-ek mennyisége mintegy szdzszorosa az agyban expresszalt
hasonlé RNS-ekének [19]. A tovabbi klonozasi munkdak a d-receptor szekvencia ismeretébdl
indultak ki és valtozatos modszerekkel (PCR amplifikacio, 'low stringency' hibridizacio, stb.)
értek el eredményeket.

* egér neuroblasztoma x patkany glioma hibrid sejtvonal
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G-proteinekhez ko6t6dé membranreceptor csalad: a k6zos ismérv
hét hidroféb transzmembrin domén

Jelen 6sszefoglald irdsa idején mar hasznal tobb, fiiggetleniil izolalt, opioid receptort kédold
szekvencia allt rendelkezésre. A cDNS konyvtarak NG108-15 sejtvonalbol [17, 18], patkdny-
[20-30], egér- [31], tengeri malac [32] agybél, valamint human mintakbol [33, 34] késziiltek (1.
tibldzat). Az aminosavsorrendek ismeretében az opioid receptorokat egyértelmiien a G-
proteinekhez kapcsolt membranreceptorok csalidjaba sorolhatjuk (1. 4bra). Jelenleg tobb széz,
ebbe a csoportba tartozd receptor elsédleges szerkezete ismert: a klasszikus neurotranszmitter-
receptorok kozil az a- és a B-adrenerg-, a muszkarinos kolinerg-receptorokat, a dopamin- és
hisztamin-receptorokat, valamint szdmos neuropeptid receptorat (P anyag, neuromedin K,
angiotenzin, endothelin stb.) sorcljdk ide. Ezekben a fehérjékben a hidroféb aminosavak a
sejtmembrén lipid kettSsrétegét harantolé doméneknek tGn. transzmembrén szegmentumoknak
(‘membrane spanning region') nevezik (2. abra). A G-fehérjékhez kapcsolt receptorok csaladja

egyébként az Gsszes ismert receptor féleség mintegy 80 %-at oleli fel.

I. Tablazat
Az opioid receptorok ezidaig izolalt cDNS klénjai
Klén Adatbanki Szoveti forras Receptor Irodalom
azonosito tipus

K-56 L 06322 NG108-15 sejtvonal ) Kieffer et al. [17]
DOR-1 L 07271 NG108-15 sejtvonal ) Evans et al. [18]
MOR-1 L 13069 patkdny agy u Chen et al. [20]
mORK 1 1. 11064 egér agy K Yasuda et al. [31]
mORD1 L 11065 egér agy 8 Yasuda et al. [31]
ROR-A D 16378 patkdny nagyagy ) Fukuda et al. [21]
ROR-B D 16349 patkdny nagyagy u Fukuda et al. [21]
pKOPR2 |- patkany talamusz K Minami et al. [22]
ROR-D D 16534 patkdny nagyagy K Nishi et al. [23]
MUORI1 L 20684 patkany agy M Wang et al. [24]
KOR-1 L 22001 patkany agy K Chen et al. [26]
RKOR-1 L 22536 patkdny stridtum K Li et al. [25]
rK10R U 00442 patkdny stridtum K Meng et al. [28]
pRMuR-12 | L 22445 patkany stridtum v Thompson et al. [27]
hpOR1 L 25119 emberi agykéreg 1 Wang et al. [33]
OP 48 - patkany agy i Zastawny et al. [29]
ROR-C D 16438 patkdny nagyagy ? Fukuda et al. [57]
gpK;0R U 04092 tengeri malac agy K Xie et al. [32]
rDOR 1 U 00475 patkdny szaglégumo 5 Abood et al. [30]
hDOR U 07882 humdn stridtum 5 Knapp et al. [34]
ORL 1 - emberi agytorzs ? Mollereau et al. [58]

? kérdéses tipust 'orphan' receptor

Az aminosav Osszetétel alapjan szdmitott méretiik szerint az opioid receptorok a "kisebbek"

kozé tartoznak: a pi-receptor 398, a -receptor 372, a x-receptor 380 aminosavbol épiil fel. A
fehérje csaladon belil a 324 aminosavbdl 4ll6 mas-onkogén, illetve a 744 aminosavat
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tartalmazé TSH (thyroid stimulating hormone) receptor jelenti az ismert mérethatiarokat. A
hidroféb aminosav oldalldncok dominancidja az opioid receptor molekuldk egészét erSsen
hidrofébba teszi. A fehérje hidrofob jellegét a receptor tisztitdsa sordn is ki lehetett haszndlni: a
béka agybol szolubilizdlt opioid receptorokat fenil-szefaréz, vagy oktil-szefaroz
kromatogréfidval eredményesen tisztitottuk [35].

2. dbra
Az opioid receptor "atlagos"szerkezete
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Az dbran a hidrofdb régidival az egységmembran sikjiba "merii6" receptor fehérje
kétdimenzids, sematikus abrézolasa lathatd. Az egyes aminosavakat O-6k, a
szénhidrdt lincokat ococco jelek szimbolizaljak. Palm = ciszteinhez kapcsolt
palmitinsav; V ¥ = protein kinazok felismer8 helyei; @ = a ligandkdtésben
szerepet jatszd aszparaginsav oldallancok; 0 = cisztein oldallancok; A
transzmembréan régidkat rémai szamok (I — VII) jeldlik. Az extracelluldris hurkok
az El - E3, az intracellularis (citoplazmatikus) hurkok az I1 - 13 jeldlést kaptak.

A 2. 4bran az opioid receptorok idealizalt szerkezeti séméja 1athaté. A modell szerint a fehérje
N terminalis régidja az extracelluldris tér felé tekint, mig a C terminélis a citoplazma irdnyéba
orientalodik. A helikalis szerkezet(i intramembran szegmentumok (TM1-7) a plazmamembran
sikjat tobbé-kevésbé merblegesen harantoljak. A szerkezetet hidroféb kolcsonhatdsok
stabilizaljadk. A transzmembran domének térbeli elhelyezkedése és a fehérje nativ térszerkezete
jelenleg nem ismert. Feltételezik viszont, hogy a hét hidroféb a-helix egy hengerpalast mentén
elhelyezkedve Un. ligandkotS zsebet alakit ki, tehat a kot6dés viszonylag mélyen, a
membrénstruktira belsejében valdosul meg. A p-receptor, és egy u-opioid ligand, a
fenilpiperidin szdrmazékok kozé tartozé lofentanil energia-minimumait, valamint a rodopszin
molekula rontgensugar-diffrakcié alapjan megallapitott, a G fehérje-receptorok struktarajaban
is irdnymutatonak tartott szerkezetét alapul véve modellezték a pi-receptor ligandkots helyét
[19]. Azt talaltik, hogy a lofentanil megkotésében az Asp!47, Asnl30 (TM3), valamint a
Thr294 és a His297 (TM6) aminosavak vesznek részt.
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Homoldgia viszonyok

A faji eltérések részletes vizsgalatit egyelSre korldtozza a viszonylag kevés adat. Teljes
adatsor csak a patkdny -, - €s &-receptorra van, ismert tovabba az egér k- és d-receptor [31],
a tengeri malac k-receptor [32], valamint a humdan p- [33] és S-receptorok [34] elsGdleges
szerkezete. Az egér és patkany eredetd hibrid sejtvonalbdl klonozott 8-receptor keresztezési és
hibridizacios kisérletek alapjan egyébként egér-eredetiinek bizonyult [36]. Egérben és
patkdnyban az opioid receptorok megfeleld formdi csak néhdny aminosavban, tehat a pont-
mutdcidk szintjén térnek el egymastdl. Ennek megfeleléen a & receptor 7, a k receptor
minddssze 4 aminosavban kilonbdzik a két allatfajban. Az egyes receptor tipusok kozott az
aminosav hasonldsag (‘similarity') mintegy 70 %, a szoros homoldgia (‘identity") kb. 60 %-os
(1I. tablazat). Viszonylag nagy homoldgia jellemzi az intramembran szakaszokat, kiilonosen a
TMI1, TM2 és a TM7 szegmentumokat. Az intracelluldris hurkok (I11-13 'loop") konzervalddasa
is szembetling, igy pl. az 12 szakaszban a homoldgia 90 % felett van. Az N terminalis szakasz,
a harmadik extracellularis hurok (E3), valamint — egy rovid konzervativ szerkezetii szakaszt
leszdmitva — a receptorok C terminalisa jelentSs kiulonbségeket mutat (1. abra). A tengeri
malac k-receptora 90 %-ban azonos a patkény és az egér x-receptorral és minden valészintség
szerint a x;-altipust reprezentdlja. Aminosav szinten az emberi ji-receptor 95 %-ban identikus
a patkany megfelelS receptoraval. Az emberi §-opioid receptor elsédleges szerkezete 93 %-ban
egyezik Ggy a patkdny, mint az egér d-receptorok aminosavsorrendjével.

A nem opioid receptorok koziil a tachikinin- és a szomatosztatin (~ 45 %) receptorokkal [37]
talaltdk a legnagyobb szekvencia homolégidkat. Egy, humdan placenta eredetd, x-opioid
receptor cDNS-nek vélt szekvenciardl késébb azt allapitottdk meg, hogy nem opioid receptor
fehériét, hanem egy 440 aminosav hosszlsdgli neurokinin tipust receptort kédol [38]. A
szomatosztatin receptorokkal wvalé rokonsdg viszont olyan mértékd, hogy eredendden
szomatosztatin receptor cDNS-eknek tartott 'orphan' klénok bizonyultak a késSébbiek soran
opioid receptorokat kdédold szekvencidknak [31]. A G fehérjékhez kapcsolt receptorok
csalddjan belil egyre csokkend mértékd homoldgiat talaltak az angiotenzin II, az interleukin 8
és a muszkarinos kolinerg (< 25 %) receptorokkal. FErdekes, hogy a szintén pszichoaktiv, és
kébitdszerként is ismert kannabisz vegytletek (marijuana) receptora [39] aminosav szinten csak
15 %-ban egyezik meg a pi-opioid (morfin) receptorral.

I1. Tablazat
Egér és patkany agyi opioid receptor tipusok homoldgia viszonyai

Egér u* | Egérd Egér x| Patkdny p | Patkany 3 | Patkiny x
Egér p - - - - - -
Egér d - 100 - - , - -
Egér x - 61 100 - - -
Patkany p - 64 61 100 - -
Patkany & - 97 63 61 100 -
Patkany k - 59 99 58 59 100

A tablazat adatainak tObbsége a forras-kdzleményekb8l szarmazik és amindsav szinti
homoldgiat jelent. A hidnyzd megfeleltetéseket a MicroGenie program alapjan magunk
szamitottuk. A feltintetett értékek az identikus aminosavak alapjin szamitott homoldgiat
tikrozik, és %-ban értend8k. * Az egér p-receptor szerkezete még nem ismert.



102

A szekvencidkbdl levonhaté egyéb kovetkeztetések

Valamennyi eddig megismert opioid receptorban fellelhetd néhény aszparagin ('N-linked’)
glikoliz4cids hely konszenzus aminosav szekvencidja: Asp-Xxx-Thr/Ser (NXT/S) [40]. A x- és
a 8-receptor két-két, a p-receptor 6t ilyen felismerd helyet tartalmaz ( tablazat). A potencidlis
szénhidrat kapcsolddasi helyek jelenléte valdszinisiti az opioid receptorok poszttranszlacids
glikozilaciojat. A nativ opioid receptort kordbban is glikoproteinnek tartottdk, mert a
szolubilizalt fehérje jol kot6dott egyes lektinekhez és azt buzacsira lektin (‘wheat germ
agglutinin') kromatografiaval eredményesen tisztitottdk is [41]. A glikozilacid eltéré mértéke
magyarazhatja a receptorok kiilonb6z6 moédon meghatdrozott ~molekulatomegének
ellentmondasait is. A ji-receptor aminosav Osszetételébdl szamitott molekulatdmege ~ 40 kDa,
azonban az érett (glikolizalt) fehérje 66 kDa-os [42]. Ennck az egyébként streptavidin-agardz-
biotinilalt B-endorfin affinitis-kromatografidval tisztitott receptornak az egyik proteolitikus
hasitasi termékét kémiailag szekvenaltdk és az aminosavsorrend azonosnak bizonyult a
klonozott p-receptor megfeleld szakaszdnak c¢DNS-bS]  visszaforditott aminosav-
szekvencidjaval. Egy masik kozlemény pedig a p-receptorok cukor oldalldncainak méretében
talalt alapvetd faji kiillonbségekrdl szamolt be [43]. Deléciés mutagenezis segitségével azt is
kimutattdk, hogy a p-receptor fehérje teljes N terminalis régidjénak hidnya sem csékkentette a
receptor ligandkots képességét [19]. Ugy tiinik tehat, hogy az oligoszacharidokat tartalmazé
extracelluldris domén nem a receptor-ligand kolcsdnhatasban, hanem a fehérje immunologiai
tulajdonsagainak meghatdrozdsaban jatszik szerepet.  Affinitdskromatografiaval tisztitott
receptorok esetében az elektroforetikus mobilitas alapjdn meghatarozott molekulatémeg 58-65
kDa-nak adddott, mig az aminosav Osszetétel alapjdn szdmitott érték "csak" kb. 40 kDa. Az
opioid receptor fehérje kovalensen is jelolhetS alkalmas radioligandokkal (affinitdsjel6lés), a
radioaktiv jel pedig vizualizdlhatd SDS poliakrilamid gélelektroforézist kdvetden
(fluorografia).  Patkdny agyi p-opioid receptorok affinitasjelolése soran az 58 kDa
molekulatdmegi polipeptid mellett egyéb, kozottik Mr ~ 40 kDa specifikusan jelolodott
polipeptid is kimutathat6 [44, 45]. A digitoninnal szolubilizalt receptor nativ molekulatdmege
(pontosabban a kotési aktivitdssal még rendelkezd protein - lipid - detergens komplex micellak
mérete) ennél lényegesen nagyobb lehet [46]. Az egyes receptor tipusok nativ mérete
tapasztalatunk szerint kilonbozik: béka agybdl szolubilizalt x-receptorok fiziko-kémiai
modszerekkel szeparalhatok voltak a - és a 6-receptortél [47].

Az opioid receptor fehérje intracellularis régidiban, kiilondsen pedig a 3. citoplazmas hurokban
(I3) és a protein karboxi terminalisan olyan Ser és Thr oldallancok taldlhatok, amelyek
kiilonféle protein kindzok (cAMP dependens protein kindz, cGMP dependens protein kinéz,
protein kindz C, stb.) dltal katalizalt fehérje-foszforilacid szubsztratjai lehetnek [48]. Ezen
target helyek szdma a forraskozleményekben a hasznalt felismerShely-keresé szamitogépes
programok kiilonbézésége miatt valtozo (111. tablazat). A receptor-foszforilacid fontos szerepet
tolthet be a morfin-tolerancia folyamataban is. A viszonylag kis szdm kisérleti adat koziil
Reisine és mtsai. megfigyelését emlitem, akik megéllapitottdk, hogy a COS-1 sejtekben
expresszalt k-receptorok deszenzitizalasdban a f-adrenerg receptor kindz (BARK) vesz részt
[49].

A TM2 és a TM3 transzmembran szegmentumban konzervalt aszparaginsav oldallancok
taldlhatok. A katekolamin receptorokban az el6bbi az agonista kotés Na™ ion érzékenységében,
utébbi pedig ionpar képzés révén a ligandok amino csoportjanak megkotésében jatszik szerepet
[50]. Az opioid receptorok TM3 doménjében megdrz6ddtt Asp oldallanc a fenti analdgia és az
el6z8ek soran ismertetett szamitogépes szimulacido alapjan szerepet jatszhat mind az
enkefalinok N termindlis amino-csoportjanak, mind pedig a morfin protonalt piperidin
nitrogénjének megkotésében is. Az egér agyi 8-opioid receptor TM2 régidjaban lokalizalt
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Asp95 oldallancot aszparaginra (Asn95) cserélték ki in vitro mutagenezissel [51]. A mutans
receptor mar nem rendelkezett d-agonista szelektivitdssal, azonban a nem szelektiv agonistakat
¢és az Osszes vizsgdlt antagonista ligandot a vad tipust receptorra jellemz§ affinitdssal kototte.
Az eredményekbdl arra lehetett kovetkeztetni, hogy az opioid receptor farmakoldgiai
specifitasit els6sorban a TM2 régié hatdrozza meg. Az Asn%5 mutins ligandkétési mintazata
azt is aldtamasztotta, hogy a &-opioid receptor fehérjében, egyéb receptorokhoz hasonléan, az

agonista és antagonista ligandok felismeré helyei a protein molekula méas-mas részletében
helyezkednek el.

Az extracelluldris hurkokban taldlhaté konzervativ cisztein oldalldncok a receptor harmadlagos
szerkezetének kialakitdsadban lehetnek fontosak.  Diszulfid hidak jelenlétére, illetve a
ligandkétés szulfhidril-reagens érzékenységére kordbbi irodalmi adatok is utaltak [52, 53]. In
vitro mutagenezis technikdval azt is kimutattdk, hogy az extracellularis diszulfid hidak jelenléte
vagy hidnya a (1-opioid receptor funkcionélis expresszidjat is jelentGsen befolydsolja [19]. Egy
tovabbi, a fehérje C terminalisdhoz kozeli cisztein oldalldnc viszont palmitoildcio révén vehet
részt a protein térszerkezetének és integraloddsanak stabilizaldsdban (1. abra).

Mindhérom opioid receptor tipusban megtalalhaté a TM3 szakaszt kovetd Asp-Arg-Tyr (DRY)
szekvencia, amely szdmos peptid receptorban ko6zos, funkcionélis jelentdsége azonban nem
ismert. Az opioid receptorok viszonylag révid, 23 aminosavbol allé6 harmadik citoplazmas
hurokja is egyes peptid receptorok felé mutat rokonsagot. Ez nem meglepd, hiszen az opioid
receptorok fermészetes ligandjai is peptidek. Ugyanez a szakasz a katekolamin-receptorokban
lényegesen hosszabb [S0]. A 2. és killondsen a 3. intracellularis hurkok minden bizonnyal a
receptor és a guanin nukleotid ko6tS, reguladld fehérjék (G proteinek), igy opioid receptorok
esetében a G; és G fehérjék kapesolddasaért felelds domének.

Az opioid receptor mRNS-ek és fehérjék jellegzetes expresszids mintdzatot. mutatnak a
kozponti idegrendszerben. A lokalizdcids vizsgélatokat RNS-blot analizis, in situ hibridizacio,
RN4az protekcids analizis és immunohisztokémiai mddszerekkel végezték. A p-receptor nagy
molekulatomegi mRNS-e (III. tablazat) a talamuszban expresszalodik a legnagyobb
mennyiségben. A locus coeruleus neuronjaiban, amelyek p-opioid receptor aktivalta K
csatornait az elektrofiziologusok intenziven tanulmanyozzék, szintén sok p-mRNS irédik at
[27]. A &-receptor mRNS-¢ek jellegzetesen a stridtumban talalhatdk, és még gyakoribbak a vér-
agy gaton kiviil esé teriileteken, pl. a hipofizisben és a tobozmirigyben [36]. Ermre a
megfigyelésre tdmaszkodva a &-receptornak és az enkefalinoknak alapvetd neuroendokrin
funkcidit kell hangstilyoznunk. A &-receptorok expresszidja kifejezett még a csigolyakozti
ducsejtekben (‘dorsal root ganglion') és a gerincveld hatsdé szarvaba futé primér afferensek
szinaptikus végz8désein. A k-receptor kisméreti mRNS-e a hipotalamusz paraventrikuldris és
medidlis magvaiban mutathatdé ki. Az eufdria egyik feltételezett kdzpontjaban, a kozépagyi
ventralis tegmentdlis aredban érdekes modon nem a |-, hanem a xk-receptor mRNS-ek
domindlnak [19], némiképpen kérdésessé téve a p-opioidoknak az eufdridban, és a «x-
opioidoknak a diszfériaban tulajdonitott szerepét.

Néhany mas olyan fehérjestruktirét is azonositottak, amelyek képesek opioid ligandokat kotni.
Schofield és munkatdrsai még 1989-ben kozolték az altaluk OBCAM-nak nevezett (‘opioid
binding cell adhesion molecule') polipeptid aminosav sorrendjét [S4]. A kiinduldsi anyag ez
esetben marha agybodl tisztitott pi-receptor volt [10]. A 345 aminosavbol allo, 37,9 kDa
molekulatomegi fehérje az immunoglobin fehérjékkel (amalgam, mielin asszocialt glikoprotein,
interleukin receptor) all rokonsagban, ezért a tudomanyos kézvélemény nem fogadta el opioid
receptorként. Legujabban egy bakteridlis eredetli proteinnek; az envelope Y fehérjének, ami
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egyébként az E. coli sejtfaldnak egyik alkotéeleme, opioid ligandkotd képességérd] szamoltak
be [55].

II1. Tablazat
Az opioid receptor tipusai

u-receptor d-receptor K-receptor
Agonista prototipus morfin enkefalinok dinorfinok
Endogén opioidok end>din>met>leu* | met=leu>end>din | din>>end>leu=met
affinitdsi sorrendje
Meéret 398 aminosav; 372 aminosav; 380 aminosav;
~40 kDa ~38 kDa ~39 kDa
Szerkezet 7 TM régid 7 TM régid " T TMrégié
Glikozilacids helyek
szdma az N- 5 2 2
terminalison
Foszforilacids helyek 3-4 4-7 5-7
szdma
Génszerkezet legalabb 2 intron legaldbb 1 intron | legaldbb 1 intron
Génlokalizacié human 6. kr. egér 4. kr. human 8. kr.
q25-0s l6kusz disztalis régid; ql1.2-es 16kusz
human 1. kr.
p34-es l0kusz
Primér transzkriptum 10-22 kb 8-12 kb 5-6 kb

* end = B-endorfin; din=dinorfin A; met= [Met]s-enkefalin; leu = [Leu]s-enkefalin

Receptor tipusok és altipusok

A klénozott receptorok farmakolégiai besoroldsa transzformalt sejtvonalak (COS-7 vagy CHO
kultardk) radioligand kétési mintdzatinak meghatdrozasan alapult [56]. A tipus-specifikus
radioligandok segitségével tobbnyire egyértelmien meghatarozhaté az adott receptor
farmakologiai (u, 8, x) jellege. Mivel azonban az expresszids rendszerek, a hasznalt
radioligandok és a kisérleti kérilmények nem azonosak a kiilonb6z8 laboratériumokban, a
klénok preciz farmakoldgiai besoroldsa jelenleg is folyamatban van. A p-, 8- és k-receptor
szekvencidk néhany szekvenalasi hibat (vagy allelikus polimorfizmust?) leszdmitva azonosnak
taléltattak, €s ma még nem tudjuk pontosan, hogy azok mely altipusaival azonosak. Az egér és
az emberi -receptort 8, altipusinak tekintik azon az alapon, hogy az expresszalt fehérje kb.
nyolcszor nagyobb affinitassal kéti a naltribent, mint a benzilidennaltrexont (BNTX) [34, 51].
Ugyancsak a ligand kotési mintdzat alapjan a patkany [23, 28] és a tengeri malac [32] k-
receptort a «; altipusba soroltdk. A p-receptorok esetében a szerz8k csupdn egyetlen
kozleményben foglaltak allst; a patkany agybol klonozott p-receptort p, altipusinak vélik
[27]. A bizonytalan farmakologiai specifitéssal rendelkez, de szekvencia-homolégiak alapjan
opioid receptoroknak tartott ‘orphan' klénok [57, 58] is biztaté altipus-jeloltnek szdmitanak. Az
expresszalt receptorok fiziologiai relevanciajat tébb esetben a receptor kozvetitett jelatviteli
folyamatok tanulmanyozisa szintjén (pl. adenilcikldz enzimaktivitds, cAMP produkcid,
celluldris elektrofizioldgia) is ellendrizték [22, 26]. Noha az opioid receptor tipusok
strukturdlis kiilonbségei a fentick alapjan tényszerlien kezelend8k, az altipusok elsGdleges
szerkezetében is kifejez8dG eltérésekre jelenleg még nem taldlunk példakat. Valdszindsithetd
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azonban, hogy a tovabbi klénozasi munkdk ezt az érdekes kérdést is megnyugtatéan tisztazni
fogjak.

Az opioid receptorok szerkezetének felderitése a neurokémia egyik meghatarozénak tekintett
teriiletének (opioid rendszerek kutatdsa) kiemelkedd teljesitménye volt, és egy huszéves, a
kérdéskor sok lényeges eredményét hozé idSszakinak a betet6zését jelenti [59, 60].
Ugyanakkor azt is latnunk kell, hogy ez a felfedezés szdmos @i lehetdséget teremt a tovabbi
intenziv munka szdmadra. A receptor miikodésének megértéséhez és a funkcionilis domének
térképezéséhez az irdnyitott mutagenezis és a 'protein engineering’ technikdk vezethetnek el.
Sok még a nyitott kérdés az opioid receptorok jelatviteli (szignal transzdukcios) folyamataiban
is; nem ismerjiik eléggé a receptor — G protein kélesénhatds molekuldris mechanizmusat sem.
A ligandkotS-hely €s a receptor térszerkezetének meghatdrozasat szamitégépes modellezés, és
sikeres kristalyositas esetén rontgendiffrakcids vizsgalatok segithetik el8. Fontosnak tartom azt
is, hogy az izolalt klonok expresszalasa receptor-deficiens sejtekben lehet6vé teszi az adott
receptor tipus dnmagdban valo vizsgalatat, amire az idegszoveti preparatumokban nemigen volt
és jelenleg sincs modunk. A heteroldg expresszios kisérletek wuj receptor-ligandok
kifejlesztésével, egyben olyan potenciélis gydgyszermolekuldk tervezésével kecsegtetnek [61],
amelyek a drogfiigg8ség kezelésében valhatnak be, vagy a jelenlegieknél kedvez8bb
analgetikumokként vehetik fel a harcot az elviselhetetlen fajdalommal szemben.
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Szerkesztoségi hit

HUDECZ FERENC személyében (j tagja van lapunk szer-
kesztd bizottsdgdnak. Okleveles vegyészi diplomdt 1977-ben szer-
zett az ELTE TTK-n. 1980-ban nyerte el az egyetemi doktori ci-
met az ELTE Szerves Kémiai Tanszékén, a kémiai tudomdny kandi-
ddtusa 1986-ban (Immunmoduldtor hatdsd eldgazd ldncu polipep-
tidek szintézise és szerkezet-hatds Osszefliggések), a kémiai tu-
domdny doktora 1993-ban (Protein illetve polipeptid tartalmd bio-
konjugdtumok : tervezés és szintézis szerkezet-hatds Osszeflig-
gések alapjdn). 1993 6ta a MTA Peptidkémiai kutatd csoportja tu-
domdnyos fomunkatdrsa, majd tudomdnyos tandcsaddja. 1978 dta sza-
mos kiilfoldi tanulmdnyldton vett részt eurdpai és tengerentdli
dllamokban, 1986 dta tobb nemzetkdzi tudomdnyos konferencia meg-
hivott résztvevéje volt. Szakirodalmi és szakmai kdzéleti tevé-
kenysége egyardnt jelentds. Egyesiletlinknek 1982 6ta tagja, la-

punkban nem a mostani az elsd 'fellépése’

009398888°°
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“Korszerii médszerek a biomedicindlis kutatdsban: egy oktatasi program “
TEMPUS Joint European Project JEP) 2113
(1991-1994) *

1990-ben ezzel a cimmel s nagy varakozissal adtuk be palyizatunkat az EurGpai Kozosség

TEMPUS iroddjéhoz Briisszelben. Az ELTE TTK Allatszervezettani és Szerves Kémia
Tanszékei, valamint az MTA Peptidkémiai Kutatdcsoportja, az angliai University of

Nottingham, valamint a spanyol (kataldn) Universitat de Barcelona oktat$ibdl és kutatéibol

verbuvédlGdott csapat 1991 szeptemberétdl hozzd is kezdhetett a programban igértek

megvaldsitdsdhoz.

Az el6zmények

1988 és 90 kozott dr Liszlé Lajos egyetemi adjunktus (ELTE Allatszervezettani Tanszék),
valamint e sorok iréja vendégkutatéként miikodott a Nottingham-i Egyetem két kiilonbozs
tansz€kén. A tanulményutak id6pontjainak véletien egybeesése, az egyetemi évekbdl szdrmazé
ismerets€g €s a mindkettdnkben felébredd villakozé kedv tette lehetGvé, hogy a TEMPUS
felhivisdt kovetGen javasoljuk partnereinknek Dr J. Mayer biokémia professzornak (Department
of Biochemistry) és Dr. M.R. Price laborvezetd kutaténak (Cancer Research Laboratories), hogy
nytjtsunk be tervet a kozds okatdsi programok (Joint European Project) tdmogatdsdra kiirt
pdlydzatra.

A témavdlasztds a kozos érdeklddésbol szinte magitdl adédott. A fehérjék molekuldris szintii
szerkezet vizsgdlatiban, a sejten beliili protein funkcidk elemzésében szerzett itthoni és angliai
tapasztalatok sokfélesége biztositotta azt, hogy a legkorszeriibb technikdk €s megkdzelitések

* . - .
Szerkesztdségink meghivdt kapott a Modern Techniques in Biomed-

ical Sciences" TEMPUS Summer School 1994, Budapest, May 30-June 4
szervez8itdl. Bar személyes részvételiinkre - id6ont egyeztetési
akaddlyok miatt nem kerilhetett sor, az iskola programnjdnak dtte-
kintése alapjan idfszeridnek és fontosnak tartottam, hogy beszd-
moljunk olvasdinknak err6l - az Eurdpau Kozosség altal 1991 dta ta-
mogatott nemzetkdzi kezdeményezésrdl.

Az elézmények rovid ismertetése utdn néhdny eldadds kdzreaddsdval adunk
izelitot az elhangzottakrol. (bd)
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dtfogé bemutatisdra képesek lehetiink. Az angliai résztvevok listdja tovdbb bdviilt, amikor
kideriilt, hogy a Department of Pharmaceutical Sciences néhdny szerkezetvizsgdlé médszerekkel
foglalkoz$ oktatdja, koztikk az angliai ligyek késobbi koordindtora Dr Saul J.B. Tendler, is
szivesen bekapcsolédna a tervek kidolgozdsdba. A palydzati feltételek elSirdsa szerint sziikség
volt egy masik, Kozos Piachoz tartoz$ orszdg egyetemének bevondsira is. Kapéra jott, hogy
1990 §szén Barcelondban, a barcelonai egyetem Szerves Kémiai tanszékének munkatdrsai
rendezték meg a 21. Eurépai Peptid Szimpoziumot. E konferencidn Medzihradszky Kalman
professzor kozremiikodésével sikeriilt kapcsolatba 1épni az egyik fGszervezdvel, Dr David
Andreu-val, aki szivesen véllalkozott harmadikként palyazétarsnak. (Itt jegyzem meg, hogy Dr.
Andreu, aki a spanyol iigyek lelkes koordindtora, a nyéri iskoldk elismert oktatéja lett a
késGbbiekben, kozel négy évet toltott a Nobel-dijas Merrifield professzor laboratériumédban. A
projekt koordindtora, a pénziigyek felelGse, az itthoni, rdkkutatdssal foglalkozdék korében jél
ismert, Dr Michael Price pedig az EACR [European Association for Cancer Research]
titkdraként miikodik hosszabb ideje.) Hazatérve Budapestre ezutdn “mdr csak” a program
véglegesitése, s a nem éppen egyszerii lirlapok kitoltése, a dokumentécié elkészitése maradt
hatra. A csapat Osszedllt, a palyizat elkésziilt, s - mint a mesében - nyert. Késobb tudtuk meg,
hogy e kategoridban 100 palyazatbdl 5 keriilt elfogadésra.

A program

A 3 évre tervezett program négy részbdl tevGdik Ossze: a) magyar hallgatok 4s doktoranduszok
3-4 hénapos tanulmanytitja Barcelonaba illetve Nottinghambe, b) magyar oktatdk, kutaték 2-3
hetes tapasztalatcseréje a tirsegyetemeken, c) miiszerek beszerzése a hazai résztvevd intézetek
szdmdra. d) évente egyhetes nydr iskola megrendezése Budapesten egyetemistdk €s frissen
végzettek szdmdra, barcelonai és nottingham-i oktaték bevondsdval..

Az elsG évben (1991-92) valamivel tobb mint 100 000 dolldrral (8,5 millié forinttal)
gazdalkodhattunk. Az Osszeg felét - el6zetesen gondosan megtervezett lista szerint - miiszerek
beszerzésére hasznaltuk. (Igy keriiltek a tanszékekre - tobbek kozott - Macintosh szamitégépek,
nagy teljesitményii centrifuga, HPLC és peptid szintetiz4tor.) Ebben az évben 3 vegyész hallgaté
(Bogdan Katalin, Fuxreiter Ménika és Murdnyl Istvdn tolthetett 3-3 hdénapot a barcelonai
egyetemen €s 5 posztgradudlis képzésben résztvevd fiatal (Laddnyi Andrea, Liké Zsuzsa, Low
Péter, Papp Edit, Uray Katalin) dolgozhatott 3 vagy 4 hénapot Nottinghamban. A
tanulményutakat mind a vendéglaték, mind pedig a kiutazék hasznosnak, tobb esetben
publikdcidval is kimutathat6an eredményesnek mindsitették. Az oktatdk koziil harman litogattak
Angliba és ketten tanulmanyoztak a kataldn szerves kémiai képzést.

A nyiri iskola 1991 jiniusdban sikerrel mutatkozott be. Az angol €s magyar nyelvii eldaddsok
kovetését - a hallgaték dltal is szinvonalasnak mondott - jegyzet segitette. A hét egy-egy
napjdnak programjit egy-egy tansz€k dllitotta Ossze. A délelGtti 2-3 elGaddst, délutin 2 és S
kozott gyakorlati foglalkozds egészitette ki. Itt keriiltek bemutatdsra a frissen beszerzett
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miiszerek is. A hosszid, sok esetben bizony fdraszté napot “Reserach seminar zdrta, ahol a
kutatémunka egy-egy érdekesebb fejezetébe nyerhettek bepillantdst a hallgaték. A résztvevik
Iétszdmadt 30 fGben maximaltuk, mert igy biztosithatd volt a gyakorlatok hatékony lebonyolitdsa.
Az eloaddsok nyilvdnossiga sok érdeklddot vonzott, bir a szemindriumok témdja alapjin
nagyobb ldtogatottsigot reméltiink. Mellékletként kozlom a hirom év egybeszerkesztett
programjat.

Az elsG éves beszdmolot a briisszeli TEMPUS kozpont elfogadta és biztositotta a masodik évre
tervezett osszeg (kozel 100 000 dolldr) felhaszndldsdt. Miiszerre ismét hozzavetélegesen a pénz
felét koltottiik (képanalizdtor berendezés keriilt az ELTE Allatszervezettani Tanszékre, HPLC
alkatrészek, gyors elektroforézis rendszer, valamint diakészitd egység az MTA Peptidkémiai
Kutatéesoportba €s az ELTE Szerves Kémiai Tanszékre). Az tanulmanydt-program, az elsG év
tapasztalat alapjan kissé bdviilt: a spanyol fél a kedvez$ benyomdsok alapjdn, didkjaink kivals
helytalldsinak koszonhetGen (két angol nyelvii cikk van megjelenés alatt, két TDK dolgozatt
késziilt) 3 helyett 4 hallgatét fogadott (Kiss Ldszl6, Lorincz Zsolt, Szendeffy Szilard és
Somogyi Ldszlé IV. éves vegyészhallgatdkat). Anglidban 1992-93-ban is S-en tolthettek két-
hirom hdénapot (BGsze Szilvia, Farkas Odon, Firedi Sindor, Nagy Zoltdn, Telbisz Agnes
tudomdnyos tovabbképzésben résztvevik). Az oktatéi kiutazdsok is sikeresen megvaldsultak
(hdrman Barcelondban, négyen Nottinghamben jartak. )

Az 1993/94-es évben - mintegy 120 000 dolldr felhaszndldsival - keriilt sor miiszerek
beszerzésére (ELTE Allatszervezettani Tanszék: elektroforézis rendszer, kiegészitok; MTA
Peptidkémiai Kutatécsoport, ELTE Szerves Kémiai Tanszék: UV spektrofotométer, “Autonom”
programcsomag, nyomtaté). Ebben az évben - a kordbbi évek gyakorlatinak megfelelden
pélydzat alapjdn - S-en utaztak Anglidba (P4l Viktéria V.éves biol.-kém. szakos, Holderith
Noémi IV éves bioldgus, Soés Tibor IV.éves vegyész, Sztin Marianna és Moelndr Kinga
tudomdnyos tovabbképzésben résztvevik) és 4-en Barcelondba (Huddky Péter, Tikk Ilona,
Biacs Mdénika IV.éves vegyészek és Galdntai Rita doktori iskolds). Harom oktaté ldtogatott
Barcelondba és 5-en Nottinghambe.

Itt jegyzem meg, hogy a Program bizottsag elozetes elképzeléseinek megfelelden a hdrom éves
periodus alatt ismételt kiutazdst nem timogattunk.

Ujdonségként ebben az évben az 1993/94-es tanév mdsodik szemeszterében intenziv, egyhetes
kurzusokat is beinditottunk. Igy keriilt sor Dr S.J.B Tendler (Biological application of NMR
spectroscopy), Dr D. Andreu (Selected Topics in Peptide Chemistry) és Dr M.R. Price
(Chemical Causes and Cures for Cancer) és Dr.F.Doherty (Multiple roles of ubiquitin)
eldaddssorozataira. E tirgyak specidlis kollégiumként - akdrcsak a nydn iskold - az indexbe is
felvehetok voltak.
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A szervezés

A program végrehajtdsit (tanulmdnyutak, nydri iskola, beszerzés) a Program bizottsdg szervezi.
Tagjai: Dr. M.R.Price, kontraktor (Cancer Research Laboratories, Nottingham), Dr.
S.J.B.Tendler, a brit iigyek felelGse (Dept. Pharmaceutical Sciences, Nottingham), Dr J. Mayer
(Dept. Biochemistry, Nottingham), Dr. D. Andreu, a spanyol iigyek feleldse (Dept. Organic
Chemistry, Barcelona), Dr. Réz Gabor (Allatszervezettani Tanszék) €s Dr Hudecz Ferenc (MTA
Peptidkémiai Kutatcsoport/ Szerves Kémiai Tanszék). A pénziigyi év elején és a nyéri iskoldt
kovetben a bizottsdg 4ttekinti a tapasztalatokat, meghatarozza a teenddket. Az angol €s spanyol
egyetemek képviseldi felelGsek a magyar vendégek szakmai programjéért, a szillds
biztositisdért, a pénziigyekért. A beszerzéseket részben a szdmlakezel§ angol fél, részben a
magyar résztvevok szervezik. A nydri iskola lebonyolitisa (elGaddsok, gyakorlatok
megszervezése, hallgatok kivilasztdsa, jegyzet elkészitése stb.) a bizottsdg magyar tagjainak
feladata. Szerencsére munkéjukat az Allatszervezettani Tanszéken Kovdcs Janos professzor, a
Szerves Kémiai Tanszéken Kucsman Arpad €s Holl6si Miklés professzorok, az MTA
Peptidkémiai Kutatdcsoportban Medzihradszky Kélman professzor, valamint szdmos kolléga
(Dib6 Gabor egy. adjunktus, Majer Zsuzsanna egy. adjunktus és Orosz Gyorgy tud. munkatdrs,
Pélfia Zsolt tansz€ki mérnok) sokoldalian segitik.

Utdszé (helyett)

A program révén a hirom év alatt 160 000 ECU (kozel 20 millié forint) keriilt felhaszndldsra
beruhdz4sként, 26 magyar didk (81 hénap) és 20 oktaté/kutatd (43 hét) volt tanulmanyiiton
kilfoldon, 32 angol (32 hét) €s 8 spanyol (8 hét) oktaté vendéglatdsara keriilt sor.

A program 1994 augusztus 31-én befejezSdik, de a hdrom év alatt kialakult kapcsolatok tovabb
€lnek, hogy 1j generdcidk ij egytittmiikodéseinek €s j bardtsdgoknak forrdsa legyen.

Dr Hudecz Ferenc
MTA Peptidkémiai Kutatécsoport

a Programbizottsig elnoke
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Modern Techniques in Biomedical Sciences
(Programme of Summer School 1991-94)

Ist day: Research Group of Peptide Chemistry (Ilungarian Acad.Sci.),
Department of Organic Chemistry (ELTE)

éﬁa%iecil characterisation of the peptide receptors.(Professor K. Medzihradszky)

Application of circular dichroism and Fourier-transform infrared spectroscopy in the conformatio-
nal analysis of peptides (Professor M. Hollosi)

Localization of functionally relevant domains in proteins (Dr E Hudecz)

Sequencing of proteins and peptides (Dr G. Dibo)

Search for the simplest structural units that could describe the 3D structure of proteins

(Dr. A. Perczel)

Practical: Receptor oriented bioassay; Peptide synthesis (Ramps), Protein sequencing, amino acid
analysis, Phast gel electrophoresis, capillary electrophoresis, UV spectroscopy, CD spectroscopy

Research Seminar:

Bioconjugate design in cancer research (Dr.F Hudecz)

Alkylating peptide derivatives as potential anticancer agents (Dr H.Siiliné-Vargha)
Portioning-mixing synthesis of multicomponent peptide mixtures.(Peptide libraries and sub-

libraries.) (Dr E. Sebestyén)

2nd day: Department of Organic Chemistry (University of Barcelona)

Lectures:
Introduction to solid phase peptide synthesis (Dr.D.Andreu)

Principles and applications of solid phase peptide synthesis (Dr D. Andreu)

Solid phase synthesis of oligodeoxyribonucleotides. Review of some applications.
(Dr A. Grandas)

Convergent solid phase peptide synthesis (Professor E.Giralt)

Peptide - liposome interactions (Dr F. Reig)

Practical: Solid phase peptide synthesis: automated synthesis, RAMPs method, manual synthesis,
HF cleavage, gel filtration, HPLC, solid phase nucleotide synthesis*; nucleic acid sequencing™;

* A misodik évben a nukleotidokkal kapcsolatos gyakorlatok lebonyolitasaban igen sikeresen
kozremiikodott a godollér MBK Biokémiai Osztalya.
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Research Seminar: Synthetic approaches to anti-bacterial peptides (Dr. D.Andreu)
New methods for the chemical synthesis of oligonucleotides and analogues.(Professor E. Pedroso)

Peptides in molecular recognition : synthetic and conformational aspects (Professor E.Giralt)

3rd day: Department of Pharmaceutical Sciences (University of Nottingham)

Lectures:

NMR spectroscopy (Dr S. Tendler)

Biological application of NMR spectroscopy (Dr S. Tendler)
Molecular modelling and computational chemistry (Dr D. Jackson)
Scanning probe microscopy of biological systems (Dr C.Roberts)
Molecular modelling and computational graphics (Dr C. De Matteis)

Practical: 2-D NMR techniques and their interpretation; Imaging surfaces with atomic force
microscope; Computational modelling in practice.

Research Seminar:

Scanning tunnelling microscopy (Dr S. Tendler)

New insight into the modelling of bio-active molecules (Dr D. Jackson)

X-ray photoelectron spectroscopy: a probe for nitrogen geometry (Dr C. De Matteis)

4th day: Cancer Research Laboratories (University of Nottingham)

Lectures:

Monoclonal antibodies as tools in diagnosis and therapy (Dr M.V.Pimm)

Immuyne recognition of B and T cell epitopes (Mr G.Denton)

Immunological measurement of protein antigens and peptide epitopes (Dr.M.R.Price)
Monoclonal antibodies as tools in diagnostic and therapy of malignant diseases (Dr L. Durrant)
Preparative immunoaffinity purification (Mr M.Sekowski)

Structural analysis of monoclonal antibodies (Mr G. Denton)

Biochemical analysis of tumour associated antigens (Dr M.R. Price)

Production of recombinant antibody fragments (Mr M. Davies)

Biochemical analysis of tumour associated antigens (Dr M. R. Price)

Development of diagnostic assays for breast cancer (Ms A Murray)

Practical: Solid phase immunoassays
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Research Seminar:
Polymorphic epithelial mucins (Dr M.R.Price)
Mucins in malignant disease (Dr M.R. Price)

Sth day: Department of Biochemistry (University of Nottingham)

Lectures:

Energy dependent ubiquitin-mediated proteolytic pathway. (Dr E.J.Doherty)

Heat-shock proteins in health and disease (Professor R.J.Mayer)

Cell stress genes and their protein products.(Professor R.J. Mayer)

State of the art stereology for quantifying biological structure on slice images. (Professor T.M.
Mayhew)

Prions and the transmissible spongiform encephalopathies (Dr J. Arnold)

Practical: Immunolabelling for light and electron microscopy; Immunbiochemical methods;
Immuno- and Lectin Cytochemical Methods

Research Seminar:

Neurodegerative diseases (Professor R.J.Mayer)

Recent developments on the function of ubiquitin in health and diseases (Professor R.J. Mayer)
Ubiqutin, Programmed Cell Death and Neurodegeneration (Professor R. J. Mayer)

104

6th day: Department of General Zoology (ELTE)

Lectures:

Mechanism and regulation of lysosomal protein degradation. (Dr G.Réz)
Disorders of lysosomal functions and proteolysis. (Dr. G. Réz)

The use of isolated cell system in biomedical sciences. (Dr. A.L. Kovéacs)
Intracellular degradation processes in health and disease (Dr A. L..Kovécs)
Biochemistry of molecular chaperons (Dr P. Csermely)

Research Seminar:
Polarized Sorting of Secretory Proteins in Epithelia (Dr. M. Sass)

Practical:

Morphometry and image analysis of electromicroscopic samples; Isolation of subfractions of
organellar membranes; Electron microscopic morphometry and image analysis; Methods for
isolation and applications of isolated liver cells. '
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Peptides in molecular recognition: Synthetic and con-
formational aspects

Prof. Ernest Giralt

Department of Organic Chemistry
University of Barcelona, Spain

Introduction

Proteins, play a crucial role in many molecular recognition processes. Over the last few
years, thanks to the effort of several research laboratories we have learned something of the
mechanisms that regulate these interactions [1]. Peptide molecules have served, and are serving,
as model compounds in these kinds of studies. Nevertheless, slowly, as we learn more about the
basis of molecular recognition, we are starting to have a certain predictive ability. A reliable pre-
dictive capability would open the door to the design and synthesis of peptide molecules which
have as an inherent characteristic a certain molecular recognition feature.

As summarized in Scheme I, from a purely "host-guest chemistry” point of view, peptide
molecules provide a series of advantageous features that can be exploited for the design of new
compounds. Hydrogen bonding has been recognized as one of the most efficient non-covalent
interactions and we can use the tendency of the peptide backbone to form intra- and inter-chain
hydrogen bonds to mold the global shape of the molecule. Chirality at the a-carbon provides the
opportunity of exploring several "configurational versions" of the molecule; because we are us-
ing chemical synthesis we are not constrained to use only the homochiral L-amino acid series.
We can exploit the wealth of funcional groups avalaible at the amino acid side chains to im-
prove, or modulate, the recognition properties of our compounds. We can use our present knowl-
edge of peptide and protein conformational analysis to control, to some extent, the three
dimensional structure of our compounds. Finally, but also very importantly, we have at our dis-
posal efficient synthetic methods for the preparation of peptides.

In addition to the already-enumerated possible control elements, we have another possibility
for the design of new peptides for molecular recognition studies: disulfide bridge formation be-
tween cysteine residues. In this contribution we will focus on this aspect.

Antamanide mimics

The peptides I am going to discuss in this lecture are not found in Nature. They have been
designed, synthesized and studied either in the search of a given molecular recognition ability
or, simply, to try to understand some aspects of molecular interactions. First I will cover the
synthesis of a new familiy of peptide molecules with ion-binding properties and then, an expla-
nation of how the synthesis and oxidation studies on peptides with a high tendency to adopt he-
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Scheme 1.

lical structures can help to give some insight into the importance of the helix-macrodipole in
"protein-folding" processes will be given. The common theme running between the two differ-
ent topics or, to put it in another way, our source of inspiration, is the uteroglobin molecule.
Uteroglobin is a protein of 140 amino acids which is able to bind progesterone selectively.[2].
Each uteroglobin molecule is formed by two identical peptide chains, each of 70 amino acids,
linked together in an antiparallel way by two disulfide bridges. We have being exploring the pos-
sibilities that this type of topology offers for the design of a new family of compounds: utero-
globin-like peptides. Compounds 1 and 2 are the first examples of this family that we have
prepared. They have two identical peptide chains linked in a parallel (1) or antiparallel (2) man-
ner via two disulfide bridges. Design of compounds 1 and 2 was guided by the structure of the
powerful ion-binding molecule antamanide or, more precisely, by its [Phe4-Val®] analogue (3)
[3] a Cp symmetric compound that retains the ion-binding properties of antamanide. The se-
quence of the cyclic part of 2 is the same present in 3 with the exception of the four prolines that
have been replaced by two cystine residues.

H-Gly-Cys-Phe-Val-Pro-Cys-Gly-OH
H-Gly-Cys-Phe-Val-Pro-Cys-Gly-OH 1

Ac-Cys-Pro-p-Val-Cys-NHz

H-Gly-Cys-Phe-Val-Pro-Cys-Gly-OH
Ac-Cys-Pro-D-Val-Cys-NHz 4

HO-Gly-éys-Pro~Val-Phe-Cys-GIy-H 2
D-Val-Lac-Val-D-Hylv-D-Val-Lac
Pro-Phe-Val-Pro-Pro

D-Hylv-Val-Lac-D-Val-D-Hylv-Val 5
Pro-Pro-Val-Phe-Pro 3

Ac-Cys-Aib-Lys-Leu-His-Ala-Giu-Leu-Ser-Ser-Leu-Glu-Ala-His-Leu-Lys-Aib-Cys-Gly-NH2 6

Scheme 2.

The unequivocal synthesis of these type of compounds represent a true challenge in the
sense that regioselective procedures for the formation of disulfide bridges are required. Our lab-
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oratory has been active in this field [4-8] and our general approach is based on the use of two
cysteine protected groups for the synthesis of parallel dimers and three Cysteine protecting
groups for the synthesis of antiparallel dimers (Scheme 3). In fact, in this last case one of the
protecting groups (Npys) is really an activating group, i.e. an excellent leaving group that directs
the formation of the desired S-S bond if a free thiol is present in the other peptide chain. The
free thiol group shown in Scheme 3 comes from a p-methylbenzyl protected cysteine after HF
cleavage of the peptide-resin bond.

Synthesis of parallel dimers: Synthesis of antiparallel dimers:
-
T I = 1 ]
Fm Acm Npys Acm
+ +
n T z T
Fm Acm SH Acm
piperidine/DMF AcOH
T I T T —>>
S Acm S Acm
I
| s
7 <l
T o~ T
Acm Acm
I/AcOH I/AcOH
T ] T I =
S S S S
[ | | |
? S S S
Scheme 3.

In spite of the similarity in sequence between compound 2 and [Phe?#-Val6]-antamanide (3),
ion-binding studies, carried out using mainly circular dichroism, showed that neither 1 nor 2 ex-
hibited significant ion-binding abilities [9,10]. This prompted us to change our initial approach
and to try to exploit in a more precise way the structural changes caused in our dimeric com-
pounds by the introduction of the two disulfide bridges. The result of this approach was com-
pound 4 a molecule inspired by the potent ionophoric depsipeptide valinomycin (5) [11].

Mimicking valinomycin

Valinomycin is known to adopt a bracelet-like conformation when complexed with potassi-
um-ion. In this conformation the six carbonyl oxygen atoms from the depsipeptide bonds adopt
an octahedral arrangement around the metal ion. In compund 4 we have tried to mimic this
bracelet-like conformation by combining two B-turns and two disulfide bridges. Proline is prob-
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ably the preferred amino acid at position i+1 in p-turns of type II [12] and D-amino acids at po-
sition i+2 are also known to have a stabilizing effect [13]. Molecular modelling studies on
compound 4 showed that the combination of two B-turns centered around the Pro-D-Val se-
quences plus two disulfide bridges with dihedral xss angles of around 190°! gives rise to stable
conformations with carbonyl groups pointing to the interior of a cavity similar to the one found
in valinomycin [14].

Peptide 4 was synthesized following the general approach described above. In this case the
protected linear precursor Ac-Cys(Fm)-Pro-D-Val-Cys(Acm)-NH; was synthesized on a p-me-
thylbenzhydrylamine resin; treatment with 50%piperidine-DMF allowed the formation of the
first disulfide bond and subsequent reaction with iodine in 80% acetic-acid-water afforded the
target cyclic peptide. Both cicular dichroism (CD) and, in some cases, high-field !H-NMR
showed unequivocally that peptide 4 dissolved in acetonitrile has a strong tendency to complex
a variety of metal ions (Li+, Mg2+, Ca2+, Sr2+, BaZ*). A careful analysis of the CD spectra of 4
obtained during titration with barium perchlorate suggests that the binding constant for 4-bari-
um is larger than that reported for K+-valinomycin (logK=5.47) [15] or Ca?+-antamanide
(logK=5.0) [16] in acetonitrile. We believe that compound 4 represents the first example of a
promising new family of ion-binding peptides.

Self-assembly of palindromic peptides

The last 'de novo' designed molecule I will discuss in tmy lecture is compound 6. Again this
molecule contains two cysteine residues that provide the opportunity to assemble two different
dimeric versions of compound 6 with parallel or antiparallel topologies. Compound 6 has been
designed to study the spontaneous tendency of helical peptides to orient each other in solution
in a parallel vs. antiparallel way [17]. Peptide 6 combines several stuctural features that are
known to promote helix formation [18], and we have selected the sequence of 6 to be palindro-
mic in an effort to minimize the differences in side chain packing between the antiparallel and
the parallel dimers.

Compound 6, the disulfide-bridged cyclic monomer and both disulfide-bridged parallel and
antiparallel dimers have been synthesized following slight variations of the methodology de-
scribed in the first parts of this communication. With all the standards at hand, we have studied
the spontaneous air-oxidation of 6 in a variety of experimental conditions ranging from 0% to
50%trifluoroethanol and from 20puM to 300uM peptide concentrations. The observed results
can be summarized as follows: i) In all cases the formation of a maximum of three different mo-
lecular species is observed. ii) Increasing either trifuoroethanol- or peptide-concentration
favours the formation of higher order compounds at the expense of the cyclic monomer. iii) In
all the cases the spontaneously formed dimeric species has an antiparallel arrangement of the
peptide chains; formation of the parallel dimer has not been detected in any of the experiments
performed so far.

Our work with compound 6 illustrates how 'de novo' designed peptides can be used as mod-
els for deepening our insight into molecular recognition processes. Although with the sequence
used data presented above indicate that the antiparallel orientation of helical peptides is
favoured energetically compared to a parallel arrangement, in our opinion much additional work
must be performed before trying to establish general principles. A careful study (CD, NMR and
molecular dynamics) of both 6-dimers is now in progress in our laboratory and we believe that
the results of this conformational analysis will be of great help in providing an unequivocal in-
terpretation of our spontaneous oxidation experimental data.
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CONCLUSION

The resuits reported herein show how disulfide bridges can be very useful as structural mo-
tifs in the design of peptides with molecular recognition capabilities. The geometry around the
S-S bond (xss = 190°l) provides an appropriate balance between preorganization and flexibility.
From a synthetic point of view we have at our disposal a variety of procedures for regioespecific
disulfide bond formation. Finally, the spontaneous air-oxidation of cysteine-containing peptides
combined with unequivocal synthesis of each of the possible reaction products constitutes a
very powerful approach towards obtaining a better understanding of the forces that control pep-

tide-peptide recognition processes.

REFERENCES

1. Williams, D.H., Cox. J.PL., Doig, A.J., Gardner, M., Gerhard, U., Kaye, P.T,, Lal, R.,
Nicholls, I.A., Salter, C.J. and Mitchell, R.C. (1991) J. Am. Chem. Soc. 113, 7020-
7030.

2. Morize, 1., Surcouf, E., Vaney, M.C., Epelboin, Y., Buehrer, M., Fridlansky, F., Milgrom,
E. and Mornon, J.P. (1987) J. Mol. Biol. 194, 725-739.

3. Wieland, T., Dungen, A.V. and Birr, C. (1971) FEBS Lett. 14, 299-300.

4. Ruiz-Gayo, M., Albericio, F,, Pedroso, E. and Giralt, E. (1986) J. Chem. Soc. Chem.
Commun. 1501-1502.

5. Ruiz-Gayo, M., Albericio, E,, Pons, M., Royo, M., Pedroso, E., and Giralt, E. (1988) Tet-
rahedron Lett. 31, 3845-38438.

6. Ruiz-Gayo, M., Albericio, F.,, Pons, M., Royo, M., Pedroso, E., and Giralt, E. (1990)
Synthesis 119-122.

7. Ponsati, B., Ruiz-Gayo, M., Giralt, E., Albericio, F. and Andreu, D. (1990) J. Am. Chem.
Soc. 112, 5345-5347.

8. Ponsati, B., Andreu, D. and Giralt, E. (1990) Tetrahedron 24, 8255-8266.

9. Ruiz-Gayo, M., Royo, M., Ferndndez, L., Albericio, F,, Giralt, E. and Pons, M. (1993)J
Org. Chem. 58 6319- 6328

10. Pons, M. and Giralt, E. (1991) J. Am. Chem. Soc. 113, 5049-5050.

11. Ovchinikov, Yu. A. and Ivanov, V. (1974) Tetrahedron 30, 1871-1890.

12. Zimmerman, S.S., and Scheraga, H.A. (1977) Biopolymers 16, 811-843 (1977).
13. Venkatachalam, C.M. (1968) Biopolymers 1425-1436.

14. Garcia-Echeverria, C., Albericio, F., Giralt, E. and Pons, M. (1993) J. Am. Chem. Soc.
115, 11663-11670.

15. Rose, M.C. and Henkens, R.W. (1974) Biochim. Biophys. Acta 372, 426.

16. Wieland, Th., Faulstich, H., Burgermeiuster, W., Otting, W., Mohle, W., Shemyakin,
M.M., Ovchinikov, Yu. A., Ivanov, V.T. and Malenkov, G.G. (1970) FEBS Lett. 9, 89

17. Harbury, T., Zhang, T., Kim, P. S. and Alber, T. (1993) Science 262, 1401-1407.
18. Marqusee, R.L. and Baldwin, L.R. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82,7944-7947.



121

Biological Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy:
Applications to the study of peptides and proteins

Dr. Saul J. B. Tendler

Department of Pharmaceutical Sciences
The University of Nottingham

The technique of nuclear magnetic resonance (nmr) spectroscopy can be
applied to provide structural and dynamic information on a range of
biomolecular systems. This information may include such details as the
sequence and folding of a protein as well as any structural
interconversions that are occurring on the nmr timescale.

The technique is based upon the fact that nuclei have a property of spin.
In the case of hydrogen atoms (as with 13C, 31P and 19F) the nuclear spin
quantum number provides two different spin states. When the protons are
placed in a magnetic field the fact that they are charged and spinning
-causes them to generate a magnetic field of their own. Because the proton
can spin in two different directions this magnetic field can be directed
towards "Gr-against the static magnetic field, with the induced field that
is aligned-with the static field being at a lower energy level. The protons
absorb energy at a set frequency, normally in the radio frequency band of
the electromagnetic spectrum, causing them to flip from the low energy
state to a high energy state. This absorption of energy can be monitored to
produce a spectrum. Each signal on a nmr spectrum is due to a proton
absorbing radiation. The frequency of the signal, normally called a
resonance, is characteristic of the type of proton that it is associated
with - aromatic protons resonate at a very different frequency to
aliphatic protons. While small molecule spectra are relatively easily
interpreted, such data sets become more problematic when a large number
of protons are present such as in proteins and peptides.

In order to overcome the large number of overlapping resonances present
in proteins two dimensional nmr techniques may be utilized. These
experiments are reliant on the fact that a correlation exists between
certain protons. These correlations may be due to the protons being within
three bonds of one another, as in the COSY (correlation spectroscopy)
experiment, or the two protons being closer that 0.5nm in space, as in the
NOESY (nuclear Overhauser spectroscopy experiment). The normal
appearance of a two dimensional nmr spectrum is a square box with two
frequency domains. Along the centre of the box is the so called diagonal,
along this line the normal one dimensional nmr spectrum can be found. Off
diagonal cross peaks indicate that there is a correlation between the on
diagonal sites. In a COSY experiment this correlation indicates that the
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two protons are coupled to one another.
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These techniques offer a way of assigning the resonances of the individual
amino acid residues even where there is considerable degeneracy (i.e.
overlap of signal) present, this is primarily because each amino acid
provides a very characteristic pattern in the COSY experiment.

Once the individual amino acid residues have been assigned the sequence
of the residues can be found by looking at the NOESY experiment.
Connections are normally found along the backbone of the protein chains
alpha and amide protons’ providing the sequence of the protein.

The secondary and tertiary structure of macromolecules are found by
looking at long range connections that may be present in the NOESY nmr
experiment. These patterns of connections show whether such elements of
structure as a-helices, p-sheets and B-turns are present.

Using nmr techniques the three dimensional solution structure of proteins
up to the size of approximately 15kDa may be obtained.

Further reading
K Withrich, NMR of proteins and nucleic acids, Wiley, 1986.
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Mechanism and regulation of lysosomal protein
degradation

Dr. Gabor Réz

Department of General Zoology
Eotvos Lordnd University

The lecture is focused on lysosomal degradation of endogenous cellular macromolecules
and structures i.e. cellular autophagy, a membrane-governed process in which different quanta
of cytoplasmic material are taken up and digested by the lysosomal compartment of the cell.
There are at least three different, morphologically defined mechanisms of cellular autophagy.

Microautophagy is thought to be responsible for uptake and degradation of small quanta of
the cytosol by invagination of the lysosomal membrane into the interior of lysosomes called
multivesicular bodies. Lysosomes are known to be capable of flattening and encapsulating cer-
tain portions of the cytoplasm. This mechanism of autophagy is called lysosomal wrapping.

Another major mechanism of the process is macroautophagy or autophagocytosis in which
a pair of specific, so called pre-lysosomal membranes (segregating cistern) segregates large por-
tions (organelles or organelle fragments) into a pre-lysosome: the autophagosome. The origin
of the segregating membrane is disputed. The autophagosome gains lysosomal hydrolases in the
second step of the process via {usion with enzyme-carrying lysosomes. Once enzymes and their
substrates has come together the third step: autolysosomal degradation starts.

Inhibitors and enhancers of the different steps of macroautophagy have been successfully
used to disclose the regulation of the process. Integrated quantitative morphological and bio-
chemical studies showed that some inhibitors of lysosomal protein degradation cause accumu-
lation of autophagic vacuoles (common term for auto-phagosomes and autolysosomes) in the
cells. For instance, inhibitors lysosomal prote-ases such as leupeptin will slow down degrada-
tion. If the rate of segregation and fusi-on is unchanged, the autolysosomal subcompartment of
the autophagic compartment will be expanded. Inhibitors of fusion will cause an accumulation
of autophagosomes and a regression of autolysosomes provided segregation and degradation go
on.

Microtubule depolymerizing agents (vinblastine, colchicine) are widely regarded as fusion-
inhibitors. Since their action can be counteracted by taxol, a microtubule-stabilizing agent, the
involvement of microtubules in macroautophagy seems obvious.

Finally, segregation inhibitors stopping the formation of autophagosomes will cause a re-
gression of the total autophagic compartment, i.e. autophagic vacuoles will disappear from the
cells with ongoing fusion and degradation. Translational inhibitors cycloheximide, emetine and
puromycin, amino acid overload, and methylated amino-purines were shown to inhibit segrega-
tion.

The so called “lysosomotropic” basic molecules (chloroquine, neutral red, methylamine,
ammonia) inhibit degradation through lowering intralysosomal pH thereby causing accumula-
tion of undigested material.
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Itis of interest, that most inhibitors of degradation and microtubular poisons proved to be
enhancers of segregation. This observation points to a possible feed-back regulation between the
two steps of autophagocytosis.

Some detergents, such as Triton-X 100 were found to stimulate macroautophagy in vivo.

The hormonal control of the process seems to be dependent on cell type. In rat liver in vivo,
glucagon and cAMP proved to be enhancers, whereas insulin was found to inhibit autophagy.
In freshly isolated liver cells that have no B-adrenergic receptors, this type of regulation was not
present, however. In developing systems, autophagocytosis is a regular step of the programmed
cell death required for many morphometric events. For instance autophagocytosis during “his-
tolysis” of larval organs in the pupae of holometabolous insects is under the control of 20-OH-
ecdysterone as stimulating and juvenile hormone as growth promoting and hence inhibiting reg-
ulator. In mammalian and human prostate estrogens are known to be stimulatory to autophagy.
Generally, the lack of trophic hormones are stimulatory to autophagy in different cell types. For
instance mammary gland cells start autophagic involution in response to post partum fack of lac-
totropic hormone. According to Pfeifer the work-load is inhibitory, whereas unload is stimula-
tory to autophagy.

Some lysosomal diseases are characterised by a large amount of stored material in mem-
brane-bound abnormally sized and structured lysosomes. Such storage diseases are caused by
genetic aberration (deletion or other mutation) in the gene(s) of one or two lysosomal hydrolas-
es. Accordingly, the undigestible substrate will accumulate in the autolysosomes and conse-
quently this sub-compartment will expand.

In most of the storage diseases materials containing glycosidic bonds i.e. glyceproteins, gly-
colipids and polysaccharides accumulate. This phenomenon can be explained by the fact, that
all lysosomal glycosidases are exoglycosidases. Therefore, if, for example, acid-B-galactosidase
1s missing, sequential cleavages of terminal sugars will be stopped when the process reaches the
first galactose in B-glycosidic bond in any poly- or oligosaccharide chains.

Another type of lysosomal defects is eystingsis in which cystine crystals accumulate in ly-
sosomes due to impaired membrane transport of this disulfide from lysosomes to the cytosol.
Some other lysosome-related diseases are the subjects of an other lecture in this course.

Suggested reading

[1] Glaumann,H., Ballard,FJ. editors (1987) Lysosomes: their role in protein break-
down. Academic Press,New York-Sydney. pp. 1-737.

[2] Knecht,E., Grisolia,S. editors (1989) Current trends in the study of intracellular protein
degradation. Vols. I. & II. (RBC Cell Biology Reviews Vols. 20 & 21., Springer In-
ternational, Bilbao,

[3] Neufeld,E.F. (1991) Lysosomal storage diseases. Annu. Rev. Biochem. 60, 257- |

[4] RézG. et al. (1991) Mechanism & dynamics of macroautophagy in murine exocrine
pancreatic cells. A review of vinblastine-induced changes. Acta Biol.Hung. 42, 57-

[S] Seglen,P.O., Bohley,P. (1992) Autophagy and other vacuolar protein degradation
mechanisms. Experientia, 48, 158-172.
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Biochemistry of Molecular Chaperones

Csermely Péter, Gergely Péter, Nardai Gdbor, Schnaider Tamds, S6ti Csaba, Szdntd
11diko és Somogyi Jdnos

SOTE, 1.sz. Kémiai-Biokémiai Intézet, Budapest

Egy nemrégi definicié szerint a molekuldris chaperonok olyan fehérjék, amelyek
mds fehérjék instabil konformerjeihez kdtve, azt stabilizdlva, megszabjdk az adott fehérje
sorsét a sejten beliil. Chaperonok segitenek a fehérjék helyes konformdcidjdnak
kialakitdsdban, oligomerjeik kialakuldsdban, a sejten beliili membrdnokon keresztiil
megvaldsulé fehérjetranszportban, illetve bizonyos fehérjék (pl. fehérje kindzok)
inaktiv/aktiv formdjinak egymadsba vald dtalakitdsdban [1]. E molekuldris “gardeddmok”,
chaperonok a klasszikus felfogds szerint tehdt fehérjékre hatnak. A legutobbi idékben
azonban a chaperonok egy ujabb osztdlya, az RNS- €s DNS-re hatd chaperonok fogalma is
egyre inkdbb elfogaddst nyer [2]. Ezen utobbi fehérjékhez sorolhatéd a nukleoplazmin,
amely a nukleoszoma Osszeszerelésében jdiszi szerepet, a HMG1/2 fehériék, de a
riboszomdlis RNS kialakitdsdban €s tremszpbrt jdban szerepet jatszo nukleolin és numatrin
is.

A molekuldris chaperonok koziil szdmos fehérje szintézise vdltozatos kornyezeti
stresszek (pl. hé-sokk, glikéz megvonds) hatdsdra szdmottevéen megemelkedik [1,3-5].
Ezek a hé-sokk fehérjék (hsp-k) és glitkéz-reguldlt fehérjék (grp-k) a kdrosodott fehérjék
"helyretekerésében” kozremukodve egy 6si védekezési mechanizmus, egy “sejten beliili
immunrendszer” elemeit alkotjdk. A hd-sokk fehérjék szelektiv indukcidjdval kiilonbozé,
betegségek dltal megtdmadott szdvetek, szervek gyorsabb regenerdcidja érhetd el [5].

A molekuldris chaperonok mindezen funkcidikat szdmos enzimaktivitds
segitségével tudjdk betolteni. Ezen Osszefoglaldonkban ezekrél a chaperon-asszocidlt
enzimaktivitdsokrol szeretnénk egy rovid dttekintést adni. A chaperon funkcidrdl €s annak
fizioldgiai €s orvostudomdnyi jelentdségérél szdmos dsszefoglalds jelent meg az elmuilt
id0szakban [1-5]. Az prokariéta és az eukaridta molekuldris chaperonok nagyfokd
homoldgidja és funkciondlis azonossdga miatt az 6sszefoglaléban jobbdra csak az eukaridta
fehér jékre tériink ki.

ATP-4z aktivitas

A legtobb molekuldris chaperon (hsp60 [6], hsp70, grp78 [7], hsp90 [8], stb.) magas
affinitdsi ATP-kot6hellyel rendelkezik. Ezen ATP kotéhelyek mds nukleotidok
befogaddsdra is képesek. ATP kotés hatdsdra ezen fehérjék szdmottevs
konformdcidvdltozdson mennek 4t [9,10]. Kot6dése utdn az ATP egy része elhasad, és
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1. taiblazat
Molekuldris chaperonok mint ATP-&zok

Tulajdonség hspé60 hsp70 grp78 hsp90 grp94

(dnak) (BiP)

Keae (min1) 150 [6)2 1 (15) 0.03 [37) 0.6-150 [38)] 0.08 [39)
k, ATP-re (mM) ? 0.2 [15) 0.0001 [37) 0.07-0.5 [38] 0.008 [39]
ionfliggés -- ca nM [6) mM (40] inhib. [37] mMC© nM<

-- Mg nM (6] mM (40) 0.1 mM [37] nM [38) nM (39)
pH optimum 7-9 [6) 8-9 [14) 5-6 [37) ? 4-7 (39)
héstabilitas ? 95°C [14] 2 g0°CC® 60°C [39]
inhibitor hsp10 {12} ? ? ? ?
aktivator ? DnaJ [1] ? +C +C
ADP/ATP exchanger ? GrpE [1)] ? ? ?

3a zardjelben 1évo szamok a megfeleld irodalmi hivatkoz&sokra utalnak.
? = nem meghatdrozott adatck
CNardai G. és Csermely P.; nem k&zd8lt megfigyelések

gamma helyzetl foszfdtcsoportja vagy vizre (ATP-dz aktivitds), vagy Ser, illetve Thr
aminosav oldalldncra (autofoszforildcid) helyezédik 4t. A molekuldris chaperonok ATP
mellett mds nukleotidokat, pl. GTP-t is kotnek, illetve hasitanak [8,11].

A kiilonboz6é molekuldris chaperonok ATP-4z aktivitdsdval kapcsolatos biokémiai
adatokat az 1. tdbldzatban foglaltuk dssze. Ak, €rt€k a “"klasszikus” ATP-dzokéndl joval
kisebb, az enzimreakcid extrém hdstabilitdst mutat és Ca-ATP jelenlétében is végbemegy.
Az ATP hidrolizise szdmos mds fehérjével aktivdlhatd, illetve gdtolhatd. Ezek a fehérjék a
GTP-kot6 fehérjék aktivdtoraihoz hasonldan vagy az ATP-4z aktivitdst, vagy az ADP/ATP
kicserélédést befolydsoljdk. Ezek az analdgidk elképzelhetévé teszik, hogy a molekuldris
chaperonok is részesei lehetnek bizonyos bonyolultabb, szabdlyozdsi-jeldtviteli
folyamatoknak [11].

Az ATP-4z aktivitdst ezen specifikus moderdtor-fehérjéken kivill peptidek €s nem
nativ konformdcidji, "kitekeredett” fehérjék is aktivdlni képesek [1,3-5]. Az ATP
hidrolizise €s a reakci6 eredményeként a chaperonhoz k6t6dé ADP ATP-re cseréldédése a
chaperon konformdcidjdban ciklikus vdltakozdsokat indukdl. A chaperon ATP-kotd formdja
a "szubsztrdt"-fehérjét (peptidet) alacsony, az ADP-koté forma magas affinitdssal koti (1.
dbra; [12]).

A chaperonok a szabad hidroféb felszinekkel rendelkezd, kitekeredett fehérjéket
védik a nem kivdnatos aggregdciétdl. Jelenleg nem teljesen tisztdzott, hogy a molekuldris
chaperonok a kitekeredett fehérjék nativ konformdcidjukba vald “visszatekerését” a
tésztadagasztdshoz hasonlé folyamatban aktivan, a nativ konformdci6 fel€ torténd
fokozatos eltoldssal, vagy pedig a hdtvarrdshoz hasonl6an passzivan, a rosszul tekeredett
fehérjék kitekerésével és igy szdmukra egy tjabb spontdn "betekeredési es€ly”
biztositdsdval segitik [3,12]. Igen valdszind, hogy a fenti két mechanizmus egyardnt
el6fordul, bizonyos chaperon-fehérje parok esetén az egyik, mdsokndl a mdsik domindns. E
mechanizmusok pontos felderitése, a benniik szerepet jdtszé molekuldris torténések
megismerése a teriileten dolgozé kutatdk izgalmas feladata.
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]

"laza komplex" "szoros komplex

1.4dbra: A chaperonok ATP ciklusa. D, denaturdlt, nem nativ konformdcidji fehérje; R,
részlegesen nativ konformdcidji fehérje; N, nativ fehérje

Fehérje-kindz aktivitas

A chaperonhoz kot6dé ATP (GTP, illetve mds nukleotid) termindlis foszfdtja a
chaperon szerin, vagy threonin OH csoportjaira is dtkerlilhet [8, 13-15]. A molekuldris
chaperonok mds fehérjék foszforildcidjdban is részt vehetnek. Ezen utdbbi reakcid
lehetséges mechanizmusaként az autofoszforildlt Ser/Thr magas energidju foszfétja keriil
dt a szubsztrdtfehérjére. E mechanizmust az az Ujkelettd megfigyelés is valdszindsiti, amely
az autofoszforildlt hsp60 dltal feles ADP jelenlétében katalizdlt ATP szintézist frtale [16].

Kiil6nbdz8 molekuldris chaperonok autofoszforildcidjdnak biokémiai jellemzdit a 2.
tabldzatban foglaltuk &ssze. A reakcié extrém hdstabilitdst mutat, Ca-ATP jelenlétében is
végbemegy €s az ATP-re mutatott k, , értéke sokkal magasabb, mint a "klasszikus” fehérje
kindzoké.

A molekuldris chaperonok (auto)foszforildcidja a hdémérséklet emelésével
indukdlhatd, €s szdmos chaperon esetén szerepet jdtszik a chaperonnak a szubsztrdt-
fehérjérdl vals disszocidcidjiban (hsp60 [17], grp78 [18,19], hsp90 [20], Csermely P., Y.
Miyata €s I. Yahara, nem kozdlt adatok). Mdsfeldl viszont a hsp70 homoldg dnaK esetén a
chaperon autofoszforildcidja a szubsztrdtfehérjék asszocidcigjdt segiti el6 [21]. Az
autofoszforildcid sordn keletkez6 magasenergidji foszfdtcsoport instabilitdsa
meglehetdsen nehézz€ teszi a folyamat in vivo el6forduldsdnak €s jelentéségének

vizsgélatat.
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2. tablazat
Melekularis chaperonok autofoszforilaciéja

Tulajdonsag hsp70 grp78 hsp9%0 grp94
(DnakK) (BiP)

foszforildlt aminosav Thr (15)2 Tgr (14} Ser (8} Ser,Thr [13]

héstabilitas 100°C [40) ? . 75°C (8] .95°C [13]

ca-fliggés mM [40] uM [14) nM (8] uM [13] .

k,, ATP-re (mM) ? 0.001 [14] 0.16 (8]  0.24 [13]

pH optimum 6.0 [15] 5.5 [41) 6.5 (13] 7.5 [13]

3A z&rdjelben 1évd szamok a megfeleld irodalmi hivatkoz&sokra utalnak.
? = nem meghatdrozott adatok

Redox szabilyozas

Diszulfidhidak keletkezése részt vesz a legtdbb fehérje nativ konformdcidjanak
kialakitdsdban, illetve stabilizdldsdban. Az SH csoportok helyes padrosoddsét a Venetianer €s
Straub 4ltal az elsék kozott leirt diszulfid izomerdz (“tekerdz”) enzim segiti el [22,23]. Ez
az enzim redox chaperon tulajdonsdga mellett a fehérjék mdsod- €s harmadlagos
szerkezetének kialakuldsdt segitd “valédi” chaperonként is mikddhet [24]. E feltételezést
tdmasztja ald az is, hogy a diszulfid izomerdz is képes az ATP kotésére €s a Ca-ATP
jelenlétében végbemend autofoszforildcidra ([25], Schnaider T. €s Csermely P., nem kozélt
adatok).

A mikrokornyezet redox dllapota nagy szerepet jdtszhat a kiilonbdzé molekuldris
chaperonok aktivitdsdnak szabdlyozdsdban. E szabdlyozdsi mechanizmus kiildnosen
jelentds lehet az endoplazmatikus retikulum, illetve a Golgi appardtus lumenében, ahol a
redukdlt €s oxiddlt glutation ardnydnak véltozdsa végigkisérheti a szekretdlt fehér j€k €rését
[26]. A fentiek mellett a citokrém c is redox chaperon tulajdonsdgokkal rendelkezik [27] és
redukcidéjat mind a hsp70 fragmentumai, mind pedig a hsp90 elésegiti ([28], Oke, M.S. €és
Csermely P., nem k6z06lt adatok).

Proteaz aktivitas

A molekuldris chaperonok a fehérjeszerkezet kialakitdsdban, helyrehozdsdban €s a
kiilonbozé fehér jék sejten beliili elrendezésében jdtszott szerepiik mellett részt vesznek az
elaggott, sériilt fehérjék elimindcidjdban is [29]. E folyamat sordn vagy a kdrosodott
fehérjék proteolizise zajlik le, vagy --abban az esetben ha a lebontandd fehérjék
mennyisége meghaladja a sejten belili fehérjelebonté rendszerek kapacitdsdt-- a
molekuldris chaperonok a sériilt fehérjékkel zdrvdnyokat képeznek [30].
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3. tablazat
Molekuldris chaperonok és proteolizis

Molekulédris chaperon protedz aktivitas a chaperon aktivitas
részt vesz a sejten bellili
fehérjelebontasban

E.Coli La +2 [az)® -¢

az E.Coli ClpP

komplex tagjai + [43) -

dnaK,dnaJ,grpE,groEL + [31]

ubiguitin, ubiquitin

konjugdldé enzimek + [29)

hsp27 szekvencia homoldgia [44]

hsp47 szekvencia homoldgia

protedz inhibitorokkal (45)

hsp70 + [33) + [32)

hspSgo + [34]

hspl10 szekvencia homoldgia (43)

@+ = fehérije a megfeleld aktivitassal
A zarb6jelben 1lévé szdmok a megfeleld irodalmi hivatkozdsokra utalnak.
€~ = a chaperon aktivitdst még nem mutattak ki

A dnaK/dnaJ/grpE chaperon komplex részt vehet a lebontandd fehérjéknek a
prokaridta fehérjelebonté rendszerekhez vald eljuttatdsdban ([31], 3. tdbldzat).
Hasonléképpen az eukariéta dnaK homoldg hsp70 részt vesz a kdrosodott fehérjék
lizoszémdba torténd transzportjdban [32]. Egy kordbbi megfigyel€s szerint a hsp70
autoproteolizisre képes [33], sajdt adataink pedig a hsp90 Ca-fiiggd protedz aktivitdsdt
tdmasztjdk ald [34]. Szdmos mds hd-sokk fehérjét ismeriink, amelyek protedzok, protedz-
komplexek részei, illetve homoldg szekvencidt tartalmaznak protedzokkal, vagy protedz
inhibitorokkal (3. tdbldzat). Mindazondltal e fehér jék esetén vagy a chaperon funkcid, vagy
a protedz aktivitds kisérletes bizonyitékokkal vald aldtdmasztdsa egyeldre vdrat magdra.

A fentiek alapjdn eddig a hsp90 az egyetlen olyan fehérje, amelynek a molekuldris
chaperon funkcidja €s a proteolitikus aktivitdsa egyszerre nyert bizonyitdst [34]. A “Janus-
arci” hsp90 e kettds funkcidja felveti azt a kérdést, hogy mi alapjdn kiilénbozteti meg e
chaperon a segitendd €s a lebontandé szubsztrdtokat, mi alapjdn "itél elevenek €s holtak
folott"? A vdlasz egy része minden bizonnyal a szubsztrdt fehérje kitekeredettségének
mértékében rejlik. Ha a fehérje csak részben denaturdlt, csak a harmadlagos szerkezete
hidnyzik, vagy toredékes (pl. a fehérje az d.n. “olvadt gombdc” dllapotban van), a hsp90
tényleges chaperonként mikodhet, megprébdlva a fehérje helyretekerését. Ha a hsp90-nel
asszocidlo szubsztrdt fehérje mdsodlagos szerkezete is sériil, peptidkotések jelennek meg a
fehérje felszinén, ezdltal a peptidkotések a hsp90 proteolitikus aktiv helye szdmdra is
elérhetdvé vdlnak, a hsp90 protedz aktivitdsa keriilhet elftérbe €s a sulyosabban sériilt
fehérje elimindcidja valdsulhat meg ([34], Schnaider T., S6ti Cs. és Csermely P., nem kozolt
adatok). Mésrészt a hsp90-ben a bakteridlis La protedzhoz valé immunoldgiai hasonldsdg
mellett [35], protedz inhibitor szekvencidk is fellelhetéek ([36], Schnaider T., Séti Cs. és
Csermely P., nem kozolt adatok), amelyek valdsziniivé teszik, hogy a hsp90
konformdcidvdltozdsai sajdt proteolitikus aktivitdsdt is szabdlyozzdk.
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Chaperonok mint topoizomerazok

A fehérjék nativ konformdcidjdnak kialakitdsa, illetve helyredllitdsa tulajdonképpen
a peptidldnc kovalens kotéseinek csavargatdsdval valdsul meg. Az egyes kovalens kotés
koriili elemi tekerés jénéhdny esetben dnmagdban nem igényel kiilonlegesebb segitséget,
mdskor azonban, mint pl. a peptidil-prolil izomerdzok esetén, a térgdtlds dltal megndvelt
aktivécids energiagdt lekiizdésére kiilon chaperonok szolgdlnak [4]. A fehérjék tekergetése
mellett a chaperonok DNS-t €s RNSGt is tekerhetnek: a bevezetében emlitett RNS/DNS
chaperonokhoz hasonldan [2] bizonyos klasszikus molekuldris chaperonok is DNS/RNS
helikdz aktivitdssal birhatnak (Szdnté I. €s Csermely P., nem kézol1t adatok).

A "fehérje-chaperonok’-nak az RNS/DNS chaperonok egyik alcsoportjdval, a
topoizomerédzokkal val6 analdgidja lehet, hogy széles specificitdsu protedz aktivitdsukkal is
Osszefiiggésbe hozhats. Elképzelhet§ ugyanis, hogy a molekuldris chaperonok a
polipeptidldnc helyretekerését a topoizomerdzokhoz hasonldan a peptidkotések tranziens
elhasitdsdval €s ezdltal a tekerés kozben fellépd torzids fesziilts€g mérséklésével is

eldsegitik.
Osszefoglalis és kovetkeztetések

A fehérjék nativ konformdcidjdnak kialakitdsdhoz, illetve helyredllitdsdhoz a
molekuldris chaperonok szdmos kiillénboz6é enzimaktivitdst igényelnek. Chaperonok
mukddhetnek ATP-dzként, fehérje kindzként, redox enzimekként, protedzként és a lista
még minden bizonnyal tovabb is folytathatd lenne. Mindazondltal a chaperonok igen rossz
ATP-dzok, fehérje kindzok, redox enzimek €s protedzok. Ezen, igen kis hatdsfokkal
megvaldsuld enzimreakcidk legtobbjében a chaperonok szubsztrdtspecificitdsa igen
csekély, minden bizonnyal a legtobb esetben az elséként felfedezett vegyiiletcsoporton
kiviil mdsfajta molekuldkra is kiterjed. (A chaperonok ATP mellett GTP-t is hasitanak,
nukleotid k6t6 helyiikre minden bizonnyal mds foszforildlt molekuldk, igy pl. az alarmonok,
az inozitol-foszfdtok €s a glikogén anyagcsere intermedierjei is bekotddnek; fehérjék
mellett a legtdbb chaperon funkcié RNS-en €s DNS-en is megvaldsulhat, stb.)

A molekuldris chaperonok, ezek az 6si, igen konzervativ molekuldk igy viselkednek,
mintha a sejt enzimkészlete jelentds részének archetipusai lennének, multipotens, de
tulajdonképpen multi-impotens eléképét, illetve tartalékdt képezve bizonyos fontos
enzimfunkciéknak. Szdmos enzimaktivitdsuk a chaperon funkcidhoz nélkilozhetetlen
lehet, mdsok esetleg mellékesen, "véletlenszertien” ‘alakulhattak ki. A chaperonok 4ltal
katalizdlt biokémiai reakcick zavarbaejté sokasdgdban vald jobb eligazodds a teriileten
dolgozdk egyik igen id6szerd €s roppantul izgalmas feladata.
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INTRAMEMBRAN SOKOTESEK SZEREPE
A TRANSZPORTFEHERJEK MUKODESEBEN

Az elmult évtized elsdsorban irdnyitott mutagenezisen alapulé vizsgilatai soran
egyértelmivé vélt, hogy a transzportfehérjék mikodési mechanizmusédban a membranban
elhelyezkedd, elektromos toltéssel rendelkezd aminosavak alapvetd szerepet jitszanak.
Erdekes médon azonban mind a mai napig vitatott, hogy valéban ionizalt allapotban
taldlhatok-e az intramembran arginin, lizin, hisztidin, aszparaginsav vagy glutaminsav
oldalldncok. Az elektromosan t61tott amindsavak jelenléte a hidroféb membrénkornyezetben
termodinamikailag igen kedvezdtlen, a fehérje-lipid kolcsonhatds stabilitisa megkivanja a
toltés valamilyen forméban torténd semlegesitését. Az aldbbiakban a transzportfehérjék
egyik klaszikus modelljén, az Escherichia coli laktéz permedzdn nyert megfigyeléseket
ismertetem, amelyek val6szinGsitik, hogy ez a molekula s6kotések segitségével oldja meg
a fenti problémat.

A laktéz permedz masodlagos szerkezeti modelljét az 1. dbra demonstralja. A fehérje
12 hidroféb transzmembran a-hélixet tartalmaz, melyeket hidgofil hurkok kotnek dssze a
membran két oldaldn. A rovid hidrofil N és C terminusok a citoplazmatikus oldalon
taldlhaték. A primér aminosavszekvencia hidropdtia analizise alapjin szerkesztett modell
érvényességétcirkuldrisdikroizmus, 1ézer Raman spektroszkopia, immunoldgiai vizsgalatok,
limitélt proteolizis, kémiai modifikacié valamint egy sor alkalikus-foszfatdz - lakt6z permeaz
(lacY-PhoA) fizids fehérje analizise Utjan nyert kisérletes eredmények erdsitették meg. A
transzmembran régidkban 8 potencidlisan ionizélt aminosav helyezkedik el, melyek koziil
négy negativ (Asp237, Asp240, Glu269, Glu325) négy pedig pozitiv (Arg302, Lys319,
His322, Lys358) toltésti lehet. Barmely intramembrédn ionos aminosav helyettesitése egy
semleges aminosavval inaktivdlja a transzportert, ami arra utal, hogy ezen aminosavak

fontos szerepet jatszanak a transzportmechanizmusban.

Sékotést alkoté aminosavparok azonositdsa "toltésparsemlegesités" segitségével.
Elbszor King és mtsai (1991) javasoltik, hogy az Asp237 és a Lys358 aminosavak
sOkotést alkotnak. A fenti szerzdk az Asp237—Asn és a Lys358—Thr inaktiv mutdnsokat

vizsgéltdk és olyan mdsodlagos szupresszormutdcidkat kerestek, melyek aktiv fenotipust
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eredményeznek. Az izoldlt muticiék a Thr358 esetében az Asp237-et, mig az Asn237
esetében a Lys358-at viltoztattdk valamilyen semleges aminosavra. A megfigyelések
valészinli magyardzata, hogy az Asp237 és a Lys358 koélcsonhatdsban 4allnak €s
sokotésen keresztiil semlegesitik egymdst. Ha a kolcsonhatd aminosavpar egyik tagjat
semleges aminosavval helyettesitjiik, az megbontja a membréanon beliili toltésegyensilyt és
a parositatlan ionizalt csoport megjelenése inaktivalja a fehérjét. A "magényos toltés"
muticié Utjan torténd semlegesitése helyredllitja a membrénon beliili toltésegyensulyt, a

transzportaktivitis visszatér.
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1. dbra. A laktéz permedz masodlagos szerkezetének modellje. Az aminosavakat egybetlis kodjuk jeloli, a
transzmembran hélixeket téglalapok hatdroljak. Az intramembrdn ionos aminosavak - Asp237, Asp240,
Glu269, Arg302, Lys319, His322, Glu325 és Lys358 - helyzetét nagyobb, kovér betlitipus emeli ki.

A fenti megfigyelések alapjdn felmertil a lehetdsége, hogy hasonldéan az Asp237-
Lys358 péarhoz, a tobbi negativ és pozitiv toltési intramembran aminosavak is paronként
kolcsonhatdsban 4llhatnak egyméssal. Ha a tobbi sokotést alkoté aminosavparok is az
Asp237-Lys358 parhoz hasonléan viselkednek, varhato, hdgy ha barmely par mindkét tagjat
egyidc”)ben semleges aminosavra cseréljiik (téltésﬁé’trsemlegesités) a transzportaktivitas

megmarad. Kisérleteinkben a lakt6z permedz aktiv, ciszteinmentes mutdnsat felhasznilva
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mind a 8 intramembrdn aminosavat egyenként ciszteinre cseréltiik. (Bir a kezdeti
kisérletekben a cisztein csak a viszonylag kicsi, hidroféb, semleges toltésli aminosav
szerepét tolti be, mint késobb latni fogjuk, az SH-csoport egyedi reaktivitisa jelentds
segitséget jelentett a mutdnsok tovabbi tanulmédnyozdsdban.) A nyolc ciszteinmutins egyike
sem transzportal laktozt. A ciszteinmutdnsokat pdrokban kombindltuk és 14 duplamutanst
(a lehetséges interhelikdlis kombindcidk szdma) készitettiink, melyek mindegyikében egy
negativ €s egy pozitivan t6ltdtt aminosavat ciszteinhelyettesitéssel semlegesitettiink. Olyan
kettds ciszteinmutinsok utdn kutattunk, melyekben két kiilon-kiilon funkcionalisan inaktivilé
ciszteinmutdcidé kombindcidja transzportaktivitdst eredményez. A dupla ciszteinmutaciok
kozil csak kettd mutat jelentds laktdztranszportot: Asp237—Cys/Lys358->Cys és
Asp240—Cys/Lys319—Cys, a tobbi kettdsmutans inaktiv. Az Asp237—->Cys/Lys358->Cys
mutdns viselkedése megerdsiti King és mtsai megfigyelését, miszerint az Asp237 és a
Lys358 kolcsonhatdsban 4llnak egyméssal, mig az Asp240—Cys/Lys319—Cys mutins
aktivitdsa az Asp240 és a Lys319 aminosavpdr kolcsonhatdsat valészindsiti. Az a tény, hogy
ezen sOkotést alkotd aminosavparok dupla ciszteinmutéciéja aktiv fehérjét eredményez, arra
utal, hogy sem a fenti négy aminosav, sem az dltaluk alkotott sokotések a transzportak-
tivitdshoz nem alapveté fontossaguak. Ugyanennek a megdllapitdsnak a masik oldala, hogy
a toltésparsemlegesités modszere csak olyan esetben azonosithatja a sokotést alkotd
aminosavparokat ha azok nem jdtszanak dontd szerepet a transzportmechanizmusaban.

Tovéabbi vizsgédlataink alapvetd kiilonbségeket tartak fel a fenti két aminosavpar
tulajdonsagaiban. (i) Mig az Asp237-Lys358 par dupla ciszteinmuticidja majdnem teljesen
megtartott (70-90 %) transzportaktivitdssal jar, az Asp240—Cys/Lys319—Cys mutdns csak
25-30%-os aktivitast mutat. (ii) Az Asp237-Lys358 pér polaritisa megcserélhets, vagyis
az Asp237—Lys/Lys358—>Asp duplamutdns aktiv. Ezzel szemben, az Asp240-Lys319
toltéspdr polaritdsinak megforditdsa teljes aktivitdsvesztést okoz. (iii) Az Asp237-Lys358
par dupla ciszteinmuticidja jelentdsen csOkkenti a membrdnon beliili transzporter
mennyiségét. Mivel a fehérje stabilitisa vagy degradicidja nem valtozik lényegesen,
valdszinfi, hogy a membranbaépiilés hatékonysiga csokken. Ezzel szemben az Asp240-
Lys319 par muticidi nem befolydsoljdk a permedz membranszintjét.

Az eredmények alapjan ugy tlnik, hogy az Asp237-Lys358 sokotés a fehérje

membranbaépiilése és helyes feltekeredése szempontjdbdl fontos, viszont nem jétszik
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semmiféle szerepet a transzportmechanizmusban. Az Asp240-Lys319 sokotés, bar a

transzportaktivitdshoz per se nem sziikséges, fontos a teljes aktivitds kifejtéséhez.

Sékotést alkoté aminosavparok azonositdsa excimer fluoreszcencia segitségével.

A toltésparsemlegesités soran készitett dupla ciszteinmutédnsok lehetdséget nytjtanak
az ionos aminosavakat helyettesitd ciszteinek jelolésére fluoreszcens szulfhidril-reagensek-
kel. Jung és mtsai (1993) pirénszdrmazékokkal jelolték a tisztitott és liposzomdkba
rekonstitudlt dupla ciszteinmutdnsokat. A pirénvegytiletek alkalmasak ciszteinek térbeli
viszonyédnak tanulmanyozasara, mivel ha két piréngyfirdi egyméshoz kb. 3.5A kozelségbe
keriil, un. excitalt-dimer (excimer) stddiumba jut, amely hosszabb hullimhosszon emittal
mint a monomer pirén. A szerzok kisérleteiben a Glu269—Cys/His322->Cys és az
Arg302—>Cys/Glu325—Cys pirén-maleimiddel jelolt dupla ciszteinmutdnsok jelentds excimer
fluoreszcencidt mutattak, bizonyitva, hogy a Glu269 és a His322 valamint az Arg302 és a
Glu325 szorosan egymds kozelében taldlhatok.

A két aminosavpdr tagjait részletesen vizsgaltdk irdnyitott mutagenezis segitségével
is. A megfigyelések alapjdn ugy tlinik, hogy az Arg302, His322 és Glu325 aminosavak
alapvetd komponensei a fehérjén keresztiili proton—transzlokécio’s mechanizmusnak, mig a
Glu269 a szubsztratkotésben és felismerésben jatszik elsddlegesen szerepet. Mivel ezek az
aminosavparok - szemben az Asp237-Lys358 parral - kozvetlenil részt vesznek a
transzportfolyamatban, funkciondlis kolcsonhatdsuk azonositdsa a tOltésparsemlegesités
modszer révén nem volt lehetséges, a sOkotés meglétére a térbeli kozelség direkt kimutatasa
szolgéltat bizonyitékot. Killonds, de a funkciondlis kOlcsonhatdsaik alapjan azonositott
sOkotések (Asp237-Lys358 és Asp240-Lys319) esetében a kisérleti er6feszitések ellenére
még nem 4&ll rendelkezésiinkre az aminosavak térbeli kozelségét alatimaszté hasonld

bizonyiték.

Soékotések mas membrantranszport fehérjékben.

Barmennyire is tetszetds a mechanizmus, ahogy a lakt6z permeazon belill az in-
tramembran ionos aminosavak toltéskompenzéciéja torténik, biztos, hogy nem éltaldnos. A
legtobb transzportfehérjében a membranon beliili pozitiv és negativan toltétt aminosavak
ardnya nincs egyensulyban, ami eleve kizarja, hogy mindegyikiik s6kotést alkosson. Nagyon

val6szini, hogy a bakteriorodopszin egy vagy tobb intramembran soékotést tartalmaz és az
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F{-F,-ATPaz a-alegysége, a mitokondridlis szétkapcsolo fehérje, a voOrdsvértestek
klorid/bikarbonat karrierje, a Na¥/K*-ATPiz, a fesziiltségfiigg Na-csatorna és az
epitelsejtek apikalis Na™-csatorndja esetében is felvetették sékotések jelenlétét illetve
szerepét a transzportmechanizmusban.

Sahin-Toth Miklés

The Scripps Research Institute,
IMM-11; 10666 N. Torrey Pines Road,
La Jolla, CA 92037, USA.

Az ismertetett kisérletes munka H. Ronald Kaback, M.D. laboratériumaban - Howard Hughes Medical
Institute, University of California Los Angeles, Los Angeles, California, USA - késziilt.
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NEUROPROTEKCIO - Nemzetkézi Szimpézium
(A Gyogyszerbiokémiai Szakosztaly X. munkaértekezlete, Balatondszod,
1994 méjus 16-18.)

A Szakosztaly szokasos évi Osszejovetelére a kormany tidilGjében keriilt
sor. Kellemes kornyezetben ¢és idGben, jol elOkészitett, barati hangulatu
talalkozo részesei lehettiink, szinvonalas tudomanyos programmal, melynek
soran harom napon keresztiil 19 elGadéast hallhattunk a neuroprotekcio tag
témakorének kilonbozo teriileteir6l. A nivot hat neves kilfoldi szakértd
kozremikodése emelte. A kitling szervezésért mindenekelStt Nemes Jozsefnét,
Aranyi Pétert, Gaal Jozsefet és Kovacs Gabort illeti koszonet.

Az idei konferencia divatos téma megvitatasat tlizte ki célul. A kdzponti
idegrendszer  sériillésének,  atmeneti  hipoxidjanak, vagy  kronikus
megbetegedésénck eredményeképpen részleges, vagy teljes szellemi leépiilés, a
mozgasképesség elvesztése alakulhat ki. Az akut €s kronikus neurodegenerativ
betegségek a népesség jelentds hanyadat veszélyeztetik. Az utdbbi években
csaknem minden jelentGsebb gyogyszergyar megcélozta neuroprotektiv hatasu
gyogyszerek  kifejlesztését. Az alapvetd neurokémiai és  patologiai
folyamatokrol 0sszegyUld hatalmas ismeretanyag, s nc¢hany Uj gyogyszerrel
kapott kedvezd klinikai tapasztalat eredményeképpen mar a kozeli jovoben
realis lehetdségnek tlinik, hogy szdmos kordbban irreverzibilisnek gondolt
neurodegenerativ  korfolyamat kialakulasat eredményesen befolyadsoljunk
gyogyszerckkel. A konferencian elhangzott eldadésokbol is kitlinik, hogy az
idegsejtkarosodas  hatterében 4llo  folyamatok  rendkiviil komplexek,
heterogének. Szamos pont akad azonban, ami pl. az akut fejsériilést és a
Parkinson betegséget a kiillonb6z6 etioldgia ellenére hasonlatossad teszi. Ilyen
kozos pontok az idegszovet lokalis energiaellatdsanak hidnyossaga, a glutamat
és a kalcium jel szerepe, az “oxidativ stressz’. Mindezek az idegsejtek végsd
pusztuldsdnak mechanizmusaban jatszanak szerepet.

A tudoményos ilés els6 napjan Aranyi Péter elndk megnyitdja utan
els@sorban a glutaminsav szerepével foglalkoz6 el6adasok hangzottak el.
Koztudott, hogy a glutaminsav az emlds kozponti idegrendszer legfontosabb
serkentd transzmittere, a hatvanas évektll ismeretes azonban, az is, hogy a
serkent6 aminosav receptorok talzott mértékd aktivalasa az idegsejtek
abnormalis mikodéséhez, végsd soron pusztulasdhoz vezethet. Csaknem
minden akut és kronikus neurodegenerativ koérfolyamatban kimutattak, vagy
feltételezik, hogy a sejtpusztuldst az extracellularis glutaminsav koncentracid
tartds, abnormalis megnoveckedése, az idegsejtek sokszor napokig tartd
depolarizalt allapota el6zi meg. Ez dirckt kapcsolatban all az intracellularis
kalcium koncentracio tartdos megnovekedésével, s a kalcium azutan mdasodlagos
hirvivéként Onpusztitd folyamatokat indithat be. Ennek az excitotoxikus
folyamatnak a blokkoldsara ma mar szdmos, kiilonféle tipust glutamat
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antagonista all rendelkezésunkre. Akalmazéasuk azért is tilinik rendkiviil
perspektivikusnak, mivel a folyamatot korai szakaszaba képesek beavatkozni.
Hatranyuk viszont, hogy hatasukat olyan koncentraciokban fejtik ki, melyek a
normalis, fiziologids folyamatokat is megzavarjak. Erd6 S. (Chinoin)
eldadasaban olyan, az NMDA receptor glicin helyén haté antagonistiakkal
foglalkozott, melyek a tobbi NMDA antagonistanal kevesebb mellékhatassal
rendelkeznek. Ugy tlinik, a nem-NMDA tipusi glutaméat antagonistak is
hasznalhatok lesznek mint neuroprotektiv szerek. A Gyogyszerkutatd
Intézetben kifejlesztett 2,3-benzodiazepin szerkezetli nem-kompetitiv blokkolok
egyikét az Eli Lilly cég gyogyszerré kivéanja fejleszteni. Tovabbi elGadasok
(Madarész E., ELTE; Szabo G., EGIS) a glutamat receptorok kérdéskorével
kapcsolatos alapkutatasi eredményeket tdrgyaltak. Par6czai M. (Richter) az akut
fejsériilések kezelesének lehetGségérol tartott dsszefoglalot.

A masodik map déleldttjén elsGsorban egy magyar sikergyogyszer, a
deprenyl hatdsa volt a téma. Az eldadok egyetértettek, hogy a deprenyl
neuroprotektiv  hatdsanak  kozvetitésében metabolitjainak  dopamin  és
noradrenalin felvétel gatld hatdsa jatszik részleges, egyes esetekben taldn
kizardlagos szerepet (Szirdki [, GYKI; E. Heinonen, Orion-Farmos,
Finnorszag; és Magyar K., SOTE; el6adésai), utébbi el6adé a megfelelden
1d6zitett vérszintet biztositod készitmények jelentdségére is felhivta a figyelmet.
P. Yu (Univ. Saskatchewan, Kanada) viszont olyan MAO-B gatlo
propargylamin szarmazékok neuroprotektiv hatdsardl szamolt be, melyek nem
befolydsoljdk az uptake folyamatokat. Szelényi I. professzor (Asta,
Németorszag) rovid beszamoldja megerdsitette azokat az adatokat, miszerint a
deprenyllel torténd tartds kezelés jelentGsen megnyujtja a kisérleti allatok
varhato élettartamat.

A kovetkezd blokkban Gaal L. (EGIS) az elektrofiziologiai modszerek
hasznalatdnak sziikségességét hangstlyozta a targyalt gyogyszercsoportok
kutatdsa sordn, mig harom kiilfoldi eldad6 a kronikus neurodegenerativ
betegségek korfolyamataval foglalkozott: W. Lange (Univ. Wdurzburg,
Németorszag) az oxidativ stressz kivédésének terapias megkozeléset targyalta a
Parkinson betegséggel kapcsolatban, mig M. Youdim (Univ. Haifa, Izrael)
kitind el6adasaban ugyanezen folyamatokat diszkutalta, s a Fe” ionok
kozponti szerepét hangstlyozta a betegség kialakuldsdban. J. Prince (Univ.
Uppsala, Svédorszag) kiilénb6z6 neurodegenerativ folyamatok genetikai
alapjairol, egyes mitokondrialis enzimek szerepérdl beszelt.

Az utols6 nap a fokalis ischemia kovetkeztében kialakulo lokalis
metabolikus elvaltozasokat elemezte Csiba L. (DOTE), majd az aluminium
Alzheimer korban jatszott szerepe keriilt megvitatasra (Bilkei-Gorzo A., EGIS).
Egyesek elfogadjak, masok elvetik az aluminium kozponti szerepét a betegseg
etiologidjaban. Utobbi véleményt erfsitette hozzaszélasdban a kérdés ismert
szakértéje, Kasa P. (SZOTE) is. Kiss B. (Richter) a vinpocetinnel kapott
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kisérleti eredményeket és klinikai tapasztalatokat foglalta 0ssze. Nagy tetszést
aratott Zubovics Z. (GYKI) elGadasa, aki a gyogyszervegyész szemszogébol
adott igen alapos attekintést a neuroprotektiv célzattal szintetizalt illetve
fejlesztés alatt allo vegyiiletekrdl, kilonds tekintettel a lipid peroxidacio
gatloira. A zaré elGaddsban Tretter L. (SOTE) a hidroperoxidok
szinaptoszomalis hatdsairdl beszElt.
A szimpoziumon elhangzott elfadasok oOsszefoglaloit a Neurobiology
1994 augusztusi szamdban (Vol. 2/2) lekozli, melyért elsGsorban a
foszerkesztonek, Halasz Norbertnak tartozunk kd&szonettel. Az alabbiakban
kozoljiik a folydiratban megtalalhatd absztraktok listajat.
Tarnawa Istvan, Gyodgyszerkutato Intézet

Aréanyi, P.: Introduction. (pp. 161-2.)

Bilkei-Gorzo, A.: Aluminum and Alzheimer’s disease. Facts and beliefs. (pp. 165-6.)

Csiba, L., Bereczki, D.: Regional metabolic approach to study the ischemic penumbra in
models of focal forcbrain ischemia. (pp. 165-6.)

Erdé, S.L., Lakics, V., Molnér, P., Bence, J., Szappanos, A.: The glycine site of the NMDA
receptor-complex: A promising target for neuroprotective agents. (pp. 167-8.)

Gaal, L.: Reasons and facts. The role of electrophysiology in the neuroprotective research.
(p. 169.)

Heinonen, E.H., Haapalinna, A., Ahola, T., McDonald, E., Suhoen, J., Hervonen, A.:
Protection against DSP-4 and 6-OHDA toxicity by selegiline and its metabolites.
(pp. 170-2))

Madarasz, E., Kornyei, Zs., Schlett, K., Kékesi, K., Szabd G., Komyei, G., Tretter, L.:
Inducibility of NMDA-gated channels and alterations in glutamate concentrations of
the fluid environment of cultured cells during spontaneous and induced neuronal
differentiation. (pp. 172-3.)

Magyar, K., Lengyel, J., Gaal, J.: Time related neuroprotective effect of (-)-deprenyl: use of
programmed release (-)-deprenyl preparations. (pp. 174-5.)

Prince, J., Oreland, L.: Mitochondrial enzyme deficiencies in neurodegenerative disorders.
(pp. 176-7.)

Riederer, P., Lange, K.W.: Experimental versus clinical neuroprotection. (pp. 178-9.)

Szabo, G.: Paradoxical effects of 2-amino-4-phosphonobutanoic acid on the N-methyl-D-
aspartate receptor ion channel: a possible explanation. (pp. 160-1.)

Szelényi, I., Nickel, B.: Selegiline and prolongation of life span. (p. 182.)

Sziraki. I., Kardos, V., Patthy, M., Patfalusi, M., Gaal, J., Solti, M., Aranyi, P., Kollar, E.,
Tomoskozi, Zs., Kirdly, I.: Distinct features of action of deprenyl in protection against
neurotoxicity induced by MPTP and its analogues in CS7BL mice. (pp. 183-4.)

Tarnawa, I.: GYKI 52466 and its novel analogues: non-competitive AMPA antagonists with
2,3-benzodiazepine structure. (pp. 185-6.)

Youdim, M.B.H., Lavie, L., Riederer, P., Rappaport, B.: The relevance of NO, O-2 and Fe2+
to mechanism of nigral cell death in Parkinson’s disease. (pp. 187-8.)

Yu, P.H., Davis, B.A., Fang, J., Boulton, A.A.: Neuroprotective and neurorescue effects of
different N-propargylamines. (pp. 189-90.)

Zubovics, Z.: Neuroprotective agents with special respect to lipid peroxidation inhibitors.

(p. 191) _
Pardczai, M.: Acute head and spinal cord trauma - pharmacological approach. (pp. 192-3.)
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8., Elvalasztastechnikai feladatok megolddsa.?-

a., Tudomdsunk szerint az orszdgban egyediilalléan van lehetdségiink arra, hogy
a CD-késziiléket nagyhatékonysdgi folyadékkromatografidban (HPLC)
kirdl detektorként alkalmazzuk.

b., A késziilék egyidejlleg méri a kirdl- és abszorpcids jelet, igy az enantiomer
arany kiralis elvélasztds nélkiil is meghatarozhat6. (Pl. rezolvélaskor,
preparativ oszlopkromatogréfia alkalmazédsakor az egyes frakcidk enantiomer
tisztasdga meghatirozhatd, még nem miegfeleld elvélasztds esetén is a
koncentriciétél fiiggetlen anizotrépia faktor mérésével.)

A fenti lehetdségekrdl szivesen adunk bévebb informécidt személyesen vagy telefonon a
kovetkezd telefonszdmokon. (Tel:217-1222/ 30-as vagy 63-as mellék / Fax:217-0891 )
Tematikus OTKA pélyazatokban résztvevs kutatdcsoportok az OTKA-val kotott
szerz8désiink értelmében prioritdst élveznek.

(T
Gersg D =t S
DT. Géfgely Andris Dr. Horvath Péter
a kémiai tudomény kandidatusa egyetemi tanarsegéd
egyetemi docens szakmai felelds

CD labor vezetd

1., Gergely A.: Kiroptikai médszerek alkalmazdsa a kvantitativ gydgyszeranalitikdban
Kandidatusi értekezés (1989)
Gergely A.: A Rewiew of the Application of Chiroptical Methods to Analytical
Chemistry
J. Pharm.Biomed. Analysis 7 523 (1989)
3., Gergely A.:The Use of Circular Dichroism as a Liquid Chromatographic Detector.
(chapt. 10, pp.:279-292)
Application of Circular Dichroism Spectropolarymetry to the
Determination of Steroids (chapt.11, pp.:293-305)
In the Analytical Application of Circular dichroism
ed.: N. Purdie and H.G. Brittain
Elsevier, Amsterdam-London-New York-Tokio (1994)
4., Horvath P.: Doktori disszerticid SOTE ,(1990)
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MTESZ | MUOSZAK! £S TERMESZETTUDOMANY! EGYESULETEK SZOVETSEGI KAMARAJA
K FEDERAL CHAMBER OF TECHNICAL AND SCIENTIFIC SOCIETIES

HUNGARY

.

s a Magyar Innovdcids Kamara (MIK) kezdeményezésére, velik egyetér-
tésben a Mérncoki Kamara, a Magyar Mérnokakadémia, a Magyar Epité-
szek Kamardja és Szovetsége, az Agrdrkutatd intézmények Orszdgos Szb-

vetsége

Reéalértelmiséqg Egyeztets Tandcsa (REF)

megalakitasat hataroztak el.

E jelentds taémcgatotisagi orszagos szervezetek - melyek a magyar
redlértelmiség  (mdszaki, agrar, termmeszettudomanyi, kdzgazdasagi)
meghatérozé hdnyadat képviselik - kinyilvanitigk elhatérozdsukat az arszig
térsadalmi-gazdasagi felemelkedésének hatékany segitése irdnt.

Ennek érdekében szakmai, szakéndi tudasukat felgjgnljgk az orsziggyllés
bizottségai, a koményzati szervek, az Erdekegyeztetési Tandcs részére
eldterjesztések, tarvény- €s programtervezetek veleményezésére, koncepcidk
kidalgozaséra. '

Mindezt pérpolitikatol figgetlendl, az érdekegyeztetés munkzaddi és
munkavéllaldi cldalainoz valé csatlakazas igénye nélkil a gazdasag érdekeinek
szem elGtt tartdasaval, a tudomanycs-szzkmai szempontok érvényesitésével
kivanjak gyzkorolni. A Tanacs partnerként részt kivén venni a tidrsadaimi-
gazdasagi megailapadas létrehozasaban.

A Tandcs - melynek mukddesi felteteleit az MTESZ biztasitja - nyitott a fenti
celckat és feladatokat vallalod tarsadaimi szervezetek, szdvetségek szaméra.

A Tanécs készen all az Orszdggydlés, a Kermény, az Erdekegyeztetési Tanac
igényeirek fcgadasara és &z egyuttmikddesra.

Muszaki s Természettudomanyi (\‘f ¢
Egyesutletek Szdvetségi Kamardja (MTESZ)  dr.Ndray-Szabd Gabor elngk . Cé“/ﬂ\j-

Magyar Innovéciés Kamara (MIK) dr.Pakucs Jancs elntk ... @AMJL_)'
Mémdki Kamara Andar Béla elntkhelyetles /ﬂfﬁg/b\
Magyar Mémtkakadémia dr.Czobcly EmS elntkségitag .Som=5%==4.~ 5"\-

Magyar Epitészek Kamarsja és Szdvetsége  LAz4r Antal alelndk

Agrarkutatd Intézmények Orszdgos Szdvetsége dr.Biacs Péter tarselndk m{(

Budapest, 1594, julius 15.
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Oktoberig: kollektiv vezetés

Kosary Domokos az 6szi akadémiai kozgylilés elokésziileteirdl

NEPSZABADSAG ___
1994. julius 6., szerda _

_MAGYAR TUKOR.

(Két részlet az
interjibdl)

N
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- Atorvény értelmében az ok-
toberi rendkivili kozgyllésen
all fel az Uj Akadémia. Ennek
elékészitésén junius eleje 6ta
dolgozik egy bizottsag, amely fe-
le részben akadémikusokbol, fe-
le részben mas tudomanyos mi-
“hésitéssel rendelkezd kutatok-
bél all. Ok dolgoztdk ki a tor-
vényben megszabott kétszaz
nem akadémikus kozgytilési tag
kivalasztadsanak szempontjait. A
szakmai kozvélemény szerint a
legjobb mindsitéssel rendelkezé
kutatok kétszazas listdjat ennek
alapjan allitottdk dssze az egyes
tudoményos osztalyok. A név-
sort az Osszes mindsitett meg-
kapja azzal, hogy tegye meg ja-
vaslatat, s ha mas jeloitje van, ir-
ja be, de akkor huzzon ki egy
masik nevet a jelolélistardl.

~ Nem lenne jobb eleve tobb nevet
tartalmazo listat szétkiildeni?

- Haigy tennénk, az a veszély
fenyegetne, hogy rengeteg lenne
az érvénytelen szavazat. Az
ilyen jellegi szavazas minden-
képpen riehéz, bar ez a kétszazas
lista egyébként is csak oktdberig
van érvényben. Nekik kell ugyan-
is megszavazniuk az uj alapsza-
balyunkat, amelynek értelmé-
ben majd jabb kétszaz embert
kell vélasztani. Lehet, hogy az a
csoport ugyanolvan, de az is le-
het, hogy mas dsszetételd lesz.

— Az Gj kormany megalakulisa
hogyan befolyasolhatja az Akadémi-
at? Milyen informaciok vannak arrol,
hogy mekkora sullyal keriiltek széba
a kormanyalakitds és a koaliciés
megbeszélések sorin a tudomany
kérdései?

~ A koaliciés megéllapodas
szovegében egy helyen szerepe-
link, ami egyrészt megnyugtato,
hiszen azt mondja ki, hogy az
akadémiai térvény szellemében
kell eljarni. A felsSoktatasi és
tudomanyos tandcsnak nagy
szerepet szan a dokumentum,
ami rendben is van. Annak
Osszetételérd]l azonban a felso-
oktatdsi térvény nem igazan sze-
rencsésen intézkedik, ugyhogy
ha ezt kévetnék, az nem lenne jo.
Biztos, hogy az uj kormanynak
takarékoskodnia kell, és ilyen-
kor mindig a tudoményon és a
kulturan szokés spoérolni. ‘Kz
azonban nem térvényszeri. Ta-
valy a svéd miivel6dési miniszter
azt mondta nekem, hogy 6k a tu-
domany tamogatasat éppen a re-
cesszio miatt novelik a GDP 1,6
szazalékarol 3,6 szazalékra. Az
Akadémia szandéka, hogy a jo-
vendd pénziigyminisztert, Béke-
si Laszlot a rektori konferencia-
val kézosen meghivja konzulta-
ciora. De nemesak a pénziigyek
miatt, hanem annak érdekében
is, hogy az Akadémia a maga
eszkozeivel is segithesse az or-
szagos feladatok megoldasat.

Palugyai Istvan
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Osztalinista szavazas

Tudésgaliba az Akadémian

Osztalinista médszernek nevez-
te az akadémiai kozgyiilés els-
késziileteként  megkezdddott
szavazdsi metédust a Tudomd-
nyos Dolgozdk Demokratikus Szak-
szervezetének tagja, Kardos Julian-
na a tegnapi sajtétajékoztatén,
amelyen két szakszervezet jelen-
tette be tiltakozésat. .

Az ez évben elfogadott akadé-
miai torvény szerint a Magyar Tu-
domanyos Akadémia koztestilet,
tagjai pedig az akadémikusokon
kivial mindazon tudomdanyos fo-
kozattal rendelkezdk, akik tudo-
manyos tevékenységet folytat-
nak. A mintegy tizenegy-czcr nem
akadémikus tag kodzvetlen és titkos
valasztds sordn juttathat a koz-
gyulésbe képviselket.

Amikor az érintettek kézhez
vették a szavazdlapokat, igen-
csak meglepddtek, mivel azokon
pontosan a megvalaszthaté kép-
visel6k szaimaval egyezd szamu
jelolt nevét olvashattak. Az el6-

észité bizottsag kérésére az
Akadémia kulonbozd osztalyai
készitették el a listakat, s bar a
szavazolap lehetdvé teszi nevek
torlését, ilﬁstv‘: Gj nevek beirédsat,
a szakszervezetek szerint mind-
ez nemigen befolyasolhatnd az
eredményt.

A két érdekvédelmi szerv csu-
pan a lehetséges megoldast-ille-
téen nem ért egyet: a. Tudomé-
nyos Dolgozok Szakszervezete
agy véli, amennyiben az eloké-
szitd bizottsdg deklardlja, hogy a
kikildott szavazélapokat csu-

péan jelollistanak tekinti, s a
meghatdrozott szdm jelolést el-
értek neveit felveszi az igy sziik-
ségessé valo masodik forduld
valédi szavazélapjaira, elfogad-
hatéva valik az eljards. Ezzel
szemben a Tudomanyos Dolgo-
z6k Demokratikus Szakszerve-
zete maris bojkottra szolit fel.
Nem tudni azonban, hany sza-
vazOlap visszakiildésének meg-
tagadasaval valik érvénytelenné
a vélasztas — vagyis ismeretlen
az érvényességi kiiszob! -, s az
sem, ebben az esetben hogyan
és mikor dlhet dssze végul az Gj
kozgytilés, melynek elso felada-
ta a sokak altal kifogasolt alap-
szabdly-tervezet elfogadasa len-
ne. K. Cs.




