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rátáplálás lehetôségének vizsgálata rekombináns
Pichia pastoris Mut+ esetén

Analysis of the application possibilities of the dissolved oxygen
spike method in case of recombinant Pichia pastoris

Summary
The dissolved oxygen spike (DO-spike) method is
a generally accepted way of substrate feed control
of recombinant methanogen Pichia pastoris fer-
mentations. The method supposes a direct con-
nection between the methanol level in the fer-
mentation broth and the drop of dissolved oxy-
gen concentration for periodic substrate addition.
We completed the dynamic model of Zhang with

a theoretical oxygen balance based on metabolic
consideration, and fitted the model parameters to
empirical data. The results revealed that beside
the known parameters, other considerations
should be involved in the model. The statistical
analysis of experimental data also supports the
complexity of the effects on the dissolved oxygen
drop, denying the application of the DO-spike
method in case of Pichia pastoris.

Kupcsulik Bálint, Bécsi János, Párta László és Sevella Béla
Mezôgazdasági Kémiai Technológia Tanszék, Budapesti Mûszaki és Gazdaságtudományi Egyetem, 
1521 Budapest, Szt. Gellért tér 4. E-mail: bkupcsulik@mail.bme.hu

Kupcsulik, B., Bécsi, J., Párta, L. and Sevella, B.
Department of Agricultural Chemical Technology, Budapest University of Technology and Economics,
H-1521, Budapest, Szt. Gellért tér 4. E-mail: bkupcsulik@mail.bme.hu

A metanogén Pichia pastoris fajon alapuló expresz-
sziós rendszert elterjedten alkalmazzák világszerte,
mind laboratóriumi, mind ipari léptékben [1,2]. A
rendszer alapját az élesztô alkohol-oxidáz promó-
terei jelentik, melyek erôs kifejezôdésûek, metanol-
lal indukálhatók és katabolitrepresszió alatt állnak
(glicerin, glükóz) [3]. A termékképzési szakaszban
szintetikus tápoldatot használva a metanol szolgál
egyedüli szén- és energiaforrásként, valamint az
felelôs a heterológ fehérje képzôdésének indukálá-
sáért is, ezért a metanolkoncentráció megfelelô
értéken történô szabályzása a rekombináns termék
képzésének alapfeltétele [4]. A termékképzéshez
használt metanolkoncentráció optimuma több
hatás együttes eredménye: a promóterindukció, az
enzim–szubsztrát kölcsönhatás, valamint a metanol
oxidációja során képzôdô hidrogén-peroxid, formal-
dehid és hangyasav akkumuláció miatti toxicitása
összetett rendszert hoznak létre. A kísérletes vizs-

gálatok a kívánatos metanolkoncentrációt a ter-
mékképzési szakasz során 0,5–1 g/l értékben hatá-
rozták meg [5]. A metanolkoncentráció tartására a
szakirodalom három lehetséges módszert sorol fel:
az elôre meghatározott program szerinti metanol-
adagolást, a metanolnak a kimenô gáz elemzésével
történô direkt mérésén vagy szubmerz detektorok-
kal történô meghatározásán alapuló, illetve az
oldott oxigén koncentrációjának csökkentésével
(koncentrációeséssel) történô szubsztrátadagolási
szabályzást [6–8]. Annak ellenére, hogy ez utóbbi
módszer elfogadottsága általánosnak tûnik, alkal-
mazására csak egy példa ismert [9].

Az oldottoxigén-koncentrációesési módszer egyér-
telmû kapcsolatot feltételez a metanolkoncentráció
és az oldott oxigén koncentrációesésének (mely a
szakaszosan adagolt metanol hatására következik
be) mértéke között. Mivel a metanol felhasználása
oxigénfogyasztással jár, a fajlagos szubsztrátfo-



75

gyasztási sebesség megváltozása állandó levegôz-
tetés mellett az oldott oxigén koncentrációváltozá-
sát vonja maga után. Általánosan elfogadott hipo-
tézis szerint az oldott oxigén koncentrációjelének
változása fölhasználható a metanolkoncentráció
becslésére, és így a szubsztrátadagolás szabályzá-
sára. Vizsgálataink célja annak modell alapú és kí-
sérletes felmérése volt, hogy az oldottoxigén-kon-
centrációesési módszer valóban felhasználható-e a
metanoladagolás szabályzására.

Elsôként Zhang és mtsai, a metanol által kifejtett
nem versengô gátláson alapuló, kísérleti adatokkal
alátámasztott modelljét egészítettük ki egy, az
oldott oxigén koncentrációváltozását leíró differen-
ciálegyenlettel (I. és II. táblázatok) [10]. Az egyenlet-
ben az „a” paraméter segítségével az oxigénfo-
gyasztást a metanolfogyasztási sebességhez kap-
csoltuk. A „a” paraméter az egy mol metanol elfo-
gyasztásakor felhasznált oxigén moláris mennyi-
ségét jelzi. A paraméter értéke a hidrogén-peroxid-
ból kataláz hatására felszabaduló oxigén felhasz-
nálása nélkül a metabolikus egyenlet szerint maxi-
mum 2 lehet, ha a teljes felhasznált metanol kizá-
rólag energiaképzôdésre fordítódik. Ha viszont a
hidrogén-peroxidból felszabaduló oxigén teljes új-

rahasznosulását feltételezzük, az „a” paraméter ér-
téke 1,5. Amennyiben figyelembe vesszük, hogy
optimális fermentációs körülmények között a
metanolból képzôdô formaldehid maximum 20%-a
a xilulóz-5-foszfát útján beépül az új sejttömegbe és
a képzôdô termékbe, „a” paraméter minimális
értéke 1,2 lehet. Az egyenletben a másik két para-
méter közül a folyadékoldali anyagátadási együtt-
ható (KLa) lehetséges értékeit az ún. dinamikus
módszerrel [11] határoztuk meg, míg az oldott-
oxigén-koncentráció telítési értékét adatbázis alap-
ján becsültük [12].

1,5 literes hasznos térfogatú Biostat M fermentor-
ban (B. Braun) a P. pastoris β-gal Mut+ törzsével
indítottunk fermentációkat [3]. A glicerinen történô
sejttömegképzô szakasz, majd egy adaptációs peri-
ódus után a kívánt metanolkoncentrációt – beépí-
tett (on-line) metanolszenzor segítségével – 24 órán
keresztül állandó szinten tartottuk. A tartási sza-
kasz az alkohol-oxidáz rendszer teljes, a beállított
metanolkoncentrációra jellemzô indukálására szol-
gált. A fermentlevet végül aszeptikusan 3 x 0,5
literes térfogatban Biostat Q fermentorokba (B.
Braun) osztottuk szét. Az oxigénelektród jelstabi-
lizálódása után a három fermentorba eltérô

Kupcsulik Bálint 1999-ben végzett a Budapesti Mûszaki Egyetem Vegyészmérnöki Karán mint bio-
mérnök, ipari biotechnológia szakirányon. 1997/98-ban a University of Georgia egyetemen genetika sza-
kon töltött három trimesztert a Georgia Rotary Student Program ösztöndíjával. 1999-ben három hónapot
a dél-afrikai University of Stellenbosch Mikrobiológiai Tanszékén töltött a STINT program keretében.
2000-tôl a Budapesti Mûszaki és Gazdaságtudományi Egyetem Mezôgazdasági Kémiai Technológia
Tanszékén doktoráns. 2003-tól tanszéki mérnök. Fôbb kutatási területei: fermentációs kinetikai vizs-
gálatok rekombináns Pichia pastoris-, Aspergillus terreus-, Acetobacter- és Enterobacter-törzsekkel.

Bécsi János biomérnök-hallgató a Budapesti Mûszaki Egyetem Vegyészmérnöki Karán. Munkája a
„Rekombináns Pichia pastoris fermentációja” projektben a kinetikai modellezésre, fermentációs opti-
malizálásra, valamint a biológiai alapú termékképzési (upstream) és -tisztítási (downstream) mûveletekre
terjed ki.

Párta László biomérnök-hallgató a Budapesti Mûszaki Egyetem Vegyészmérnöki
Karán. Munkája a „Rekombináns Pichia pastoris fermentációja” projektben a kinetikai
modellezésre, fermentációs optimalizálásra, valamint az 1,3-propándiol-oxidoreduk-
táz enzimmel kapcsolatos, biológiai alapú terméktisztítási (downstream) mûveletekre terjed ki.

Sevella Béla vegyészmérnök, 1970 óta a BME Mezôgazdasági Kémiai Technológia
Tanszék oktatója, a tudomány kandidátusa, 1993 óta habilitált professzor és a tanszék,
azon belül a fermentációs kutatócsoport vezetôje. Fôbb kutatási területei: fermentációs

technológiák fejlesztése, optimálása, fermentációs rendszerek kinetikai, anyagátadási folyamatainak
vizsgálata. Az általa vezetett iskolából graduális vegyészmérnökök és biomérnökök százai kerültek ki,
több egyetemi doktori és kandidátusi disszertáció készült irányítása alatt, és jelenleg is több PhD-hall-
gató témavezetôje.
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mennyiségû metanolt fecskendeztünk. A központi adatgyûjtô
programmal (MFCS II.) rögzített oldottoxigén-koncentráció
jeleit utólagosan értékeltük. A kinetikai paraméterek illesztésé-
hez Madonna, a statisztikai értékeléshez Statistica for
Windows programot használtunk.

A kinetikai modell illesztése a kísérleti adatokhoz, amelynek
során az „a” paraméter mellett a folyadékoldali anyagátadási
együttható és a telítési oldottoxigén-koncentráció értékét vál-

I. táblázat Az illesztett dinamikus modell

Fajlagos növekedési sebesség

Mérlegegyenlet a nedvesanyag-
tartalomra

Fajlagos metanolfelhasználási 
sebesség

A metanolfogyasztás sebessége

Anyagmérleg-egyenlet metanolra 
(az adagolt metanol térfogata 
elhanyagolható)

Metanolbetáplálás

Anyagmérleg-egyenlet 
oldott oxigénre

II. táblázat Az illesztett modell paraméterei (x, KLa, Os és a illesztett és
mért értéke, a többi paraméter Zhang szerint [10])

µ Fajlagos növekedési sebesség [h-1]

µm Maximális fajlagos növekedési sebesség [h-1] 0,146

M Metanolkoncentráció [g/l]

KS Az unkompetitív növekedési modell paramétere [g/l] 1,5

Ki Az unkompetitív növekedési modell paramétere [g/l] 8,86

νM Fajlagos metanolfelhasználási sebesség [g/g/h]

Ym Metanolra vonatkoztatott hozam [g/g] 1,19

m Fenntartási koefficiens [g/g/h] 0,071

x Nedvesanyag-tartalom [g] 33,3

t Idô [h]

F Metanolbetáplálás [g/h]

Madded Metanolkoncentráció-ugrás [g/l] 0,731

taddition Koncentrációugrás ideje [h]

O Oxigénkoncentráció [g/l]

KLa Folyadékoldali oxigénátadási sebességi együttható [h-1] 9,92

OS Telítési oxigénkoncentráció [g/l] 0,012

a Felhasznált oxigén/metanol mólarány [mol/mol] 1,21

32/32 Az oxigén és a metanol molekulatömegének aránya 1,00

toztattuk, nem adott kielégítô eredményt.
Ennek oka valamely olyan hatás, amit a
modell nem ír le: vélhetôen a metanoltelí-
tésnek az oldott oxigén koncentrációjára
gyakorolt hatása, illetve a fajlagos meta-
nolfogyasztási sebességnek Zhang modell-
jénél radikálisabb – a metanolkoncentráció
változása okozta – növekedése. Az illesz-
tési eredmények az „a” paraméter ala-
csony (1,2–1,5) értékét sugallták, azaz a
hidrogén-peroxidból felszabaduló oxigén
újrahasznosulását feltételezik. A mérési
adatokat statisztikai módszerekkel vizs-
gálva kiderült, hogy a sejtkoncentráció-
nak, a beadagolt metanol mennyiségének
és a metanolkoncentrációnak az oldott
oxigén koncentrációesésének mértékére
gyakorolt hatása nem választható szét,
tehát statisztikai modell sem állítható fel
az oldottoxigén-koncentráció esésével tör-
ténô szabályozásra. Megállapítható tehát,
hogy eredményeink nem igazolják azt az
általánosan elfogadott nézetet, mely sze-
rint a rekombináns Pichia pastoris Mut+ faj-
jal végzett fermentáció esetén az oldott
oxigén koncentrációesési módszere alkal-
mas a szubszrátbetáplálás szabályozására.
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Összefoglalás

A 35 aminosavból felépülô SGCI (Schistocerca gre-
garia kimotripszin inhibitor) szerin-proteáz-inhibitor
mûködésével kapcsolatos szerkezeti feltételek
megismerése céljából konvergens szintézissel elôál-
lítottunk három, tervszerûen egyszerûsített szerke-
zetû (17, illetve 24 aminosavból álló) modellpep-
tidet, majd összehasonlító biológiai, NMR-spekt-
roszkópiai és molekuladinamikai (MD) vizsgála-
tokat végeztünk a konstitúció, a térszerkezet és a
biológiai hatás összefüggéseinek felderítésére.
Kedvezôbb modellek kialakítása érdekében sor
került további három, a számítógépen némileg
módosított modellpeptid MD szimulációjára is. Az
eredmények arra utalnak, hogy szoros összefüggés
áll fenn az inhibitorsajátság és a kötôzseb, illetve az
aktív centrum konformációjának merevsége között,
amit egy stabilizáló régió biztosít. Ab initio kvan-
tumkémiai számításokkal bizonyítható, hogy az
inhibitormolekulák kimotripszin által kiváltott
hasítását a tetraéderes intermedier kialakulásának
magas energiagátja akadályozza az enzimhez tar-
tozó szerin-oxigénatom aktív centrumra való táma-
dása során, ami az inhibitor aktív centrumának
konformációs merevségével áll összefüggésben.
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Summary

Three model peptides of different sizes (17–24
amino acid residues) mimicking the chy-
motrypsin inhibitor isolated from Schistocerca
gregaria (SGCI, a peptide of 35 amino acid
residues) were designed and prepared by con-
vergent peptide synthesis. In order to clarify
relationships between structure, stereochem-
istry and biological activity, the model com-
pounds were investigated by their inhibitory
activity, NMR spectroscopy and MD simula-
tions, and data were compared with those
obtained for SGCI. MD calculations of three
slightly modified models were also performed.
From results obtained we concluded a definite
correlation between the inhibitory activity and
the rigidity of the binding loop, which is estab-
lished by an appropriate stabilizing region in the
inhibitor molecule. Ab initio calculations indicat-
ed that the scission of the inhibitor molecules by
chymotrypsin is hindered by a relatively high
activation energy required for the formation of a
tetrahedral intermediate when the rigid active
centre in the inhibitor is attacked by the serine O
atom of the enzyme.
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A bioorganikus kémia egyik fontos területe az en-
zimek mûködésének megismerése, ideértve az en-
zimmûködés gátlását és aktiválását is. Ezzel össze-
függésben a peptidkémia egyik legdinamikusab-
ban fejlôdô ága a biológiailag aktív peptidek izolá-
lása, szintézise és szerkezet–hatás összefüggései-
nek felderítése. Manapság a számítógépek teljesít-
ménye már megengedi, hogy komplex biológiai
rendszerek mûködését ezek egyszerûsített modell-
jein tanulmányozzuk és értelmezzük, bár attól még
távol vagyunk, hogy a logikusan tervezett kísér-
leteket és a modellvegyületek szintézisét mellôzni
tudjuk. A tudomány e három részterületének
összekapcsolása útján, egy kimotripszininhibitor
modellezését és a modellek vizsgálatát tûzte ki
célul az ELTE Szerves Kémiai Tanszéke és az ott
mûködô MTA Peptidkémiai Kutatócsoport munka-
társai. A modellezés tárgyául választott peptidin-
hibitor a sivatagi sáskából (Schistocerca gregaria)
származó, viszonylag kis molekulájú (mindössze
35 aminosavból felépülô ugyanakkor rendkívül
hatékony (inhibíciós állandó Ki = 6 x 10–12) kimo-
tripszininhibitor (SGCI) [1]. A molekula háromdi-
menziós (3D) térszerkezetének középsô részén
található, feltehetôen kulcsszerepet játszó három
antiparallel β-redônek (1. ábra) köszönhetôen a
szerkezet kompakt, és várhatóan szinte bármilyen
környezetben stabil marad [2].

Az SGCI a kanonikus inhibitorok családjába tar-
tozik: a peptid aktív centrumát alkotó aminosavak
minôsége és sorrendje – azaz a P1-P1’ pozíció

(Leu30-Lys31), amely része az ún. kötôhuroknak –
tökéletesen megegyezik egy közönséges kimotrip-
szinszubsztrát P1-P1’ pozíciójával. Amíg szubsz-
trátját a kimotripszin pillanatok alatt elhasítja,
addig az inhibitor többnyire csak napok alatt hasad
el. A kanonikus inhibitor hatásvizsgálatában kuta-
tási stratégiánk egyik oldalát az jelenti, hogy értel-
mezzük az inhibitormolekula kísérletileg meghatá-
rozott 3D szerkezetét [2], továbbá mért és számolt
dinamikáját. Másik aspektust jelent, hogy az inhi-
bitorként vagy szubsztrátként szereplô peptid és az
enzim közötti kölcsönhatást próbáljuk biológiai
kísérleti módszerekkel vizsgálni, ideértve az inhibí-
ciós állandó meghatározását [1]. Projektünk és az
arra épülô doktori munka [3] egy harmadik oldal-
ról kívánta megközelíteni a problémát: kiindulva
az SGCI korábban megismert konstitúciójából és
3D szerkezetébôl, kevesebb aminosavból felépülô
modellpeptideket terveztünk és állítottunk elô
szintetikus úton [4], és az SGCI molekulához
hasonlóan meghatároztuk térszerkezetüket [5] és
biológiai aktivitásukat [6,7], annak eldöntésére,
hogy képesek-e imitálni az eredeti inhibitort. A ter-
vezés [4] sarkalatos pontja az volt, hogy az etalon-
nak tekintett SGCI szerkezetet oly módon egy-
szerûsítsük, hogy a kialakítandó modell tartalmaz-
za az SGCI összes fontosnak tekintett szerkezeti
részletét. Ilyen feltétel mellett nyilvánvalóan meg
kellett tartanunk az enzim aktív centrumához kötôdô
részt, azaz a P1-P1’ pozíciót, valamint annak kémiai
környezetét, ideértve nemcsak a kötôhuroknak neve-

BIOKÉMIA, 27: 79–86 (2003)MUCSI ÉS MTSAI
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zett szakasz szekvenciális azonosságát, hanem tér-
szerkezeti meghatározottságát is (1. ábra). A szerke-
zet alapján a P1-P1’ pozíció környezetében kijelöl-
hetô egy olyan stabilizáló szakasz, amely látszólag
nem vesz részt az enzimmel való kölcsönhatásban,
de meghatározza az aktív centrumhoz kötôdô rész-
let térszerkezetét.

A modellpeptidek
Az elsô modellpeptid tervezése során – megtartva
a fontosnak vélt szakaszokat – elhagytuk az SGCI
1–9 és 18–28 szakaszait. A Cys17 aminosavrészt egy
Glu17 résszel helyettesítettük, és ezt amidkötéssel a
Thr29 részhez kapcsoltuk, amivel pótolni kívántuk
az SGCI ily módon elhagyott, Cys17 és Cys28 részek
közötti diszulfidhídját. Az SGCI-peptidben levô két
β-redôt egy Gly-Gly híddal kívántuk együtt tartani,
amely a Phe10 és Glu17 részeket kötötte össze. E
módosításokat követôen modellpeptidünk egy
olyan tíztagú ciklopeptid és egy héttagú peptid-
oldallánc kombinációja lett, amelyben a két szerke-
zeti részletet egy diszulfidhíd köti össze (2. ábra).

A fentiek szerint tervezett 1 modellpeptidet szin-
tézissel elôállítottuk [4], ám a biológiai vizsgálatok
[6] alacsony inhibíciós hatást jeleztek (Ki = 10–4),
így az 1 modellpeptid inkább szubsztrátnak, sem-
mint inhibitornak tekinthetô. Ráadásul kimutattuk,
hogy a peptid két helyen hasad: az egyik a már
említett P1-P1’ pozíció, míg a másik a Phe10 és a
Lys11 közötti kötés. A váratlan hasadás okát abban
véltük megtalálni, hogy a Phe10 az eredeti SGCI
molekulában is megtalálható ugyan, de el van rejt-
ve az enzim elôl. Egyszerûbb szerkezetû modell-

peptidünk esetében viszont a Phe10 szabadon áll,
és így jó szubsztrátja a kimotripszinnek.

A tapasztalatokat felhasználva elôállítottuk a
második modellpeptidet [4], amelyben a Phe10

helyére Thr10 részletet építettünk be (2. ábra). Az
így szintetizált molekula váratlan hasadást nem
mutatott, azonban a gátló hatás elmaradását jelzô
Ki = 10–2 érték még az elôzô modellpeptidénél is
kedvezôtlenebb volt [6], vagyis az SGCI molekula
szerkezetének felére csökkentése túlságosan radi-
kális változást jelent, és a kezdeti feltevések ellené-
re sem biztosítja a konformációnak az inhibitor-
hatáshoz szükséges merevségét. Ezt az elgondolást
az 1 és 2 modellpeptidek térszerkezetének NMR-
spektroszkópiai vizsgálatával [5] kívántuk igazol-
ni, az SGCI-vel történô összehasonlítás alapján. Az
oldatfázisban történô NMR-vizsgálat elônye, hogy
a meghatározott szerkezet nem egy statikus, merev
struktúra, mint amilyet a röntgendiffrakciós mód-
szer szolgáltat, hanem a viszonylag stabil kon-
formerek egy csoportja, amibôl indirekt módon az
oldatban megvalósuló konformációváltozásokra,
dinamikus mozgásokra is következtethetünk, és
így felismerhetjük a molekula mozgékony és merev
részeit. Az NMR-vizsgálat során a peptidrôl vizes
oldatban többféle módszerrel kétdimenziós
spektrumokat veszünk fel. A COSY (Correlated
Spectroscopy – korrelált spektroszkópia) és TOCSY
(Totally Correlated Spectroscopy – teljesen korrelált
spektroszkópia) típusú spektrummal az amino-
savakat, illetve azok H-atomjait asszignáljuk, míg a
NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy –
nukleáris Overhauser-effektus spektroszkópia) típu-

1. ábra Az SGCI-inhibitor aminosavszekvenciája, térszerkezetének vázlatos ábrázolása és inhibíciós hatékonysága (Ki). A körrel az
ún. stabilizáló szakaszt, a nyilakkal annak hatását jelöltük a P1-P1’ pozícióra.

SZERIN-PROTEÁZ-INHIBITOROK: MODELLEK SZINTÉZISÉTÔL AZ AB INITIO SZÁMÍTÁSOKIG
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sú spektrummal a H-atomok közötti távolságokat
tudjuk meghatározni, azaz kényszerfeltételeket ka-
punk. Ezekkel a kényszerfeltételekkel molekula-
dinamikai (MD) számolásokat végzünk, amelyek
eredménye a peptid 3D szerkezete. Végül a szerke-
zetet finomítjuk úgy, hogy a rossz kényszerfelté-
teleket elvetjük, illetve új kényszerfeltételeket
találunk. A vázolt módszer alkalmazásával meg-
határoztuk az 1 és 2 modellpeptid 3D szerkezetét és
azt az SGCI alapszerkezetéhez hasonlítottuk (3.
ábra). A várakozásnak megfelelôen az 1 és 2 mo-
dellpeptid térszerkezete rendezetlennek bizonyult
az SGCI szerkezetéhez képest.

Egy harmadik, 24 aminosavból álló modellpeptid-
ben [4] nagyobb darabot hagytunk meg az eredeti
SGCI-bôl, és a Thr10 részt Ile10 aminosavra cserél-
tük, abban bízva, hogy itt jobban megôrzôdik a Phe
apoláros környezete. A 3 modellpeptidben meg-

találhatók az SGCI ererdeti Cys14–Cys33 és
Cys17–Cys28 diszulfidhídjai, és a peptidoldallánc
Ala26 része amidkötéssel csatlakozik a ciklopep-
tidrészben levô Glu19 γ-aminocsoportjához (2.
ábra). E modellpeptid inhibíciós aktivitása már Ki =
2 x 10–7 [7], ami nemcsak szignifikáns növekedést
jelent a korábbi modellekhez képest, hanem azt is,
hogy átléptük azt a határt, amely fölött már való-
ban inhibitorhatásról beszélhetünk. (Itt jegyezzük
meg, hogy az SGCI peptiddel homológ, inhibi-
torként számon tartott SGTI Ki értéke hasonló
nagyságrendû: 2,21 x 10–7 marha tripszinnel szem-
ben). Kétségtelen azonban, hogy a 3 modellpeptid
az SGCI molekulánál még mindig öt nagyságrend-
del kevésbé hatékony. A 3 modellpeptid NMR-
módszerrel meghatározott 3D szerkezete [5] a vára-
kozásnak megfelelôen jelentôs javulást mutatott a
merevség terén, így ezzel a modellel már közelebb

2. ábra A szintetizált 1–3 modellpeptidek szerkezete és inhibíciós hatása (Ki) és a további, számítógéppel tervezett 3a–3c modellpep-
tidek szerkezete.

BIOKÉMIA, 27: 79–86 (2003)MUCSI ÉS MTSAI
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jutottunk az SGCI kedvezô konformációjához és
dinamikai tulajdonságaihoz (3. ábra).

A projekt kivitelezésének leginkább idôigényes
részét a három modellpeptid szintézise jelentette,
amire hatékony, konvergens peptidszintézist dol-
goztunk ki [4]. A kiindulási peptidfragmenseket o-
klór-tritil-gyantán [8] szintetizáltuk Fmoc techniká-
val, ortogonális oldalláncvédelem és HBTU kap-
csolószer alkalmazásával. A lehasított, védett pep-
tidszármazékokat oldatfázisban alakítottuk to-

vább, majd tisztítottuk. A szilárd fázison szinteti-
zált ciklopeptid-prekurzort híg oldatban ciklizál-
tuk BOP reagens segítségével, majd a Glu oldallán-
cának γ-aminocsoportját – ahova az oldalláncpep-
tidet kapcsolni kívántuk – TFA-hasítással tettük
szabaddá. A szintén szilárd fázison szintetizált
oldalláncpeptid-prekurzort egy C-terminálison vé-
dett Gln résszel kapcsoltuk BOP reagens segít-
ségével, végül az N-terminális Boc védôcsoportot
TFA reagenssel hasítottuk. Az oldalláncon szabad
ciklopeptidet és az N-terminálison szabad oldal-
láncpeptidet ugyancsak BOP reagenssel kapcsol-
tuk, majd HF reagenssel az összes védôcsoportot
lehasítottuk a Cys aminosavat védô acetamido-
metil védôcsoport kivételével, és végül kialakítot-
tuk a diszulfidhidakat. Az 1 és 2 modellpeptid
esetében ezt jódreagens felhasználásával értük el,
míg a 3 modellpeptidnél – a védôcsoport eltávolí-
tása után – a levegô oxigénje bizonyult alkalmas-
nak a diszulfidhíd létesítésére. A szintézis talán leg-
nehezebb része éppen a diszulfidhidak kialakítása
volt. Mivel a 3 modellpeptid esetében nem szelek-
tív módszer alkalmazására került sor, ezért elvileg
többféle, más-más Cys-részeket összekötô diszul-
fidhíd is kialakulhatott. NMR-spektroszkópiai úton
igazoltuk, hogy a diszulfidhidak az SGCI szerkeze-
tére is jellemzô módon jöttek létre. A modellpepti-
dek szintézisének menetét vázlatosan a 4. ábra fog-
lalja össze. A közti és végtermékek vizsgálatában
analitikai módszerként a HPLC, MS, aminosav-ana-
lízis és NMR-spekroszkópia került felhasználásra.

3. ábra Az 1–3 modellpeptidek NMR-spektroszkópiai úton
meghatározott térszerkezetének összehasonlítása az SGCI
térszerkezetével.

4. ábra A modellpeptidek szintézisének vázlata
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A biológiai és sztereokémiai vizsgálatok azt mutat-
ták, hogy a 3 modellpeptid térszerkezete és inhibí-
ciós hatása már összemérhetô az SGCI peptidével,
így elsôsorban e két molekulát volt érdemes továb-
bi összehasonlító vizsgálatoknak alávetni, hogy
közelebb juthassunk a hatékony gátlást kiváltó
okok megismeréséhez. Már az elôzôek során is fel-
vetôdött viszont, hogy az 1 és 2 modellpeptid ese-
tében a határozott szerkezet hiánya okozza, hogy a
gátlás elmarad. Ha e kisebb modellpeptidek NMR-
szerkezetét rávetítjük az SGCI kétdimenziós vetü-
letére, akkor láthatjuk, hogy a ciklopeptidgyûrû
nagy részét kitevô régió, az ún. stabilizáló szakasz
szerkezete szétesett és nem képes a megfelelô térál-
lásban tartani az aktív centrumot (5. ábra). A na-
gyobb molekulájú 3 modellpeptid esetében azon-
ban a „javulás” egyértelmûen látható, a stabilizáló
szakaszt már az SGCI-hez hasonló, határozott
szerkezet jellemzi, és az aktív centrumba kötôdô
peptidszakasz térbeli helyzete is kezd hasonlóvá
válni. A modellek NMR-szerkezetei [5] azt sugall-
ják, hogy adott esetben ez a stabilizáló szakasz ké-
pes biztosítani a molekula számára az inhibíciós
aktivitáshoz szükséges konformáció kialakítását és
fenntartását, ideértve a hatásért felelôs P1-P1’ pozí-
ciónak, tágabb értelemben a kötôhuroknak meg-
felelô szerkezeti részletet is. Az eddigi eredmények
közelebbrôl tehát arra utalnak, hogy a gátlás annál
hatékonyabb, minél merevebb az inhibitor aktív
centrumát magában foglaló kötôhurok. Ezt a követ-
keztetést támasztja alá az összehasonlítás is, amely-
ben a modellek biológiai aktivitására vonatkozó
adatokat összevetjük a modellekben lévô kötôhu-
rok mozgékonyságának Å egységben kifejezett
szórási adataival, melyeket az NMR-spektrosz-
kópia módszerével határoztunk meg.

Molekuladinamikai számítások
További szerkezeti információk szerzése érdekében
molekuladinamikai (MD) számításokat végeztünk
[3,9] az 1–3 modellpeptidekre és az SGCI mole-
kulára vonatkozóan, amivel meghatároztuk a mo-
lekulákban a mozgékony és kevésbé mozgékony
régiókat. Az MD szimuláció alkalmazása során a
molekulákat vákuumban, továbbá a valóságot job-
ban megközelítô explicit víz oldószer jelenlétében
is vizsgáltuk. A számítások feldolgozásakor az
egyes atomok mozgását felbontottuk egy gyors
(>1000 m/s) és egy – a mozgékonyságot másként

jellemzô – lassabb (néhány 10 m/s) mozgásra.
Vizsgált molekuláink dinamikáját elsôsorban az
egyes aminosavrészek α-szénatomjainak Å egység-
ben kifejezett mozgékonyságával jellemeztük. Egy-
értelmûen megállapítható, hogy inhibitorként az
SGCI peptidnél kevésbé hatékony 3 modellpeptid-
ben mind a 6–19 stabilizáló szakasz, mind pedig a
P1-P1’ pozíciót (30–31) magában foglaló kötôhurok
(28–32) mozgékonysága nagyobb, mint az eredeti
inhibitoré. Különösen feltûnô, hogy a 3 modellpep-
tid stabilizáló szakasza mennyire mozgékony az
SGCI molekulához képest. A várakozásnak meg-
felelôen ugyanakkor az 1 és 2 modellpeptidek
mozgékonysága az említett molekulákhoz képest
szignifikánsan nagyobb.

Felmerült az igénye annak, hogy a 3 modellpeptid
szerkezetét úgy kellene „átszabni”, hogy stabilizá-
ló szakasza merevebb szerkezetû legyen. Az erede-
ti elképzelés szerint az 1–3 modellpeptidek ciklo-
peptidrészében a beiktatott és a gyûrût összefogó
Gly-Gly részletnek kellett volna biztosítani az ere-
deti SGCI molekula β-redôjének és hidrogénköté-
seinek kialakulását, de ez az NMR és MD szerke-
zetvizsgálatok szerint nem sikerült kellô mérték-
ben. Ezért ezt a mesterségesen beiktatott Gly-Gly-
hidat megpróbáltuk korrigálni. Az elgondolás az
volt, ha egy β-csavart képzô részt illesztünk a Gly-
Gly helyére, akkor ez kialakítja a szétesett β-redôt,
és a stabilizáló szakasz már merevebb lesz, ezért
jobban fog mûködni. Mivel β-csavart képzô dipep-
tidként a Pro-Ala, Pro-Thr és Val-Thr ismeretes, 

5. ábra A modellpeptidek és az SGCI stabilizáló szakaszának
összehasonlítása NMR-szerkezetük alapján.

BIOKÉMIA, 27: 79–86 (2003)MUCSI ÉS MTSAI
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a 3 modellpeptidnek mindhárom származékát meg-
alkottuk számítógépen a Gly-Gly részletek helyet-
tesítése útján, és az így nyert új modellpeptidekkel
(3a–3c) ugyancsak MD számításokat végeztünk [9].
Mindhárom esetben mind a ciklopeptidrész, mind
a kötôhurok merevsége nôtt, és a Val-Thr egységet
tartalmazó 3c modellpeptid esetén tapasztaltuk a
legkedvezôbb változást. Itt a β-redô távolsága eny-
hén növekedett ugyan, de az aminosavak mozgé-
konyságával kapcsolatos szórás erôsen csökkent, és
szinte teljesen megegyezett az SGCI-analóg szórás-
adataival. Ez az eredmény a jövôre nézve újrain-
vitálást jelent a laboratóriumba.

Az MD számítások felvilágosítást adnak az egyes
molekulaszakaszok egymáshoz viszonyított elmoz-
dulásairól is. Így pl. az SGCI és a 3 modellpeptid
kötôhurka a várakozásnak megfelelôen nem ír le
külön trajektóriát. Ugyanakkor az 1 és 2 modell-
peptid viszonylag merevnek talált részei láthatóan
egymástól függetlenül mozognak, tehát nincs kö-
zöttük kölcsönhatás, ami további magyarázatot ad
a gátló hatás elmaradására. A mozgékonyságra
nézve fontos információ nyerhetô a kötôhurkot al-
kotó Thr29–Ala32 aminosavak Φ és Ψ torziószö-
geinek változékonyságából is, amely jól jellemzi a
konformációs stabilitást. Figyelmünket az enzim
aktív centrumába kötôdô P1 és P1’ aminosavakra
fordítva, MD számítások útján megállapítottuk,
hogy az SGCI peptidnél a torziószögeket illetôen
nincs konformációs változás. Ez azt jelzi, hogy az
aktív centrum torziószögeinek változásához nagy
energiagát tartozik, ami feltehetôen a vele szemben
álló stabilizáló szakasszal áll összefüggésben. A
szubsztrátként viselkedô 1 és 2 modellpeptid eseté-
ben a P1 és P1’ aminosavak konformációja jelen-
tôsen változik a szimuláció alatt. A 3 modellpeptid-
ben a torziószögek szórása jelentôsen csökken
ugyan, de az SGCI adataihoz képest azért szignifi-
kánsan nagyobb.

Ab initio kvantumkémiai számítások
A kötôhurok merevsége és az inhibíciós aktivitás
közti összefüggést a továbbiakban ab initio
kvantumkémiai számításokkal [3,10] vizsgáltuk.
Érdemes összehasonlítani a szerin-proteázok mû-
ködését egy inhibitor és egy szubsztrát alkalma-
zása esetében. A 6. ábra egy inhibitor és egy szubsz-
trát enzimkatalizált hasítási reakciójának jól ismert
mechanizmusát mutatja vázlatosan. Irodalmi ada-

tok [10,11] szerint az inhibitor és az enzim kölcsön-
hatása a II komplex kialakulásához vezet, azaz
további reakció el sem kezdôdik. Ehhez sebesség-
meghatározó lépésként a II→→III reakciónak, azaz a
tetraéderes komplex kialakulásának kellene bekö-
vetkeznie. Ha az ehhez tartozó energiagát viszony-
lag magas egy szubsztrátum reakciójához képest,
akkor a hasadás nem vagy csak igen lassan megy
végbe.

A fentiekbôl kiindulva ab initio kvantumkémiai
számításokkal kívántuk ellenôrizni, hogy a tetra-
éderes komplex kialakulásához vezetô sebesség-
meghatározó lépésnek valóban döntô jelentôsége
van-e a gátló hatás kialakulásában [12]. A PDB
adatbázisban található PMP-C–kimotripszin
enzim–inhibitor komplex röntgenszerkezete [10],
valamint korábbi elemzések [11] alapján egy mo-
dellt készítettünk, amely megjeleníti mind az
enzim aktív centrumát, mind az inhibitor P1-P1’
pozícióját (7. ábra). Számításaink elsô részében a
P1-P1’ aminosavak φ és ψ torziószögei szabadon
változhattak (így modelleztük a szubsztrát viselke-
dését), míg a második esetben ezeket mereven tar-

6. ábra Egy inhibitor és egy szubsztrát enzimkatalizált hasí-
tási reakciójának vázlatos mechanizmusa. Felül látható a reak-
ció potenciálisenergia-diagramja (a vastag vonal a szubsztrát,
a szaggatott vékony vonal az inhibitor reakcióútjára vonatko-
zik). I: kimotripszin és szubsztrát/inhibitor külön-külön; II:
enzim–szubsztrát/inhibitor komplex; III: tetraéderes interme-
dier; IV: acil-enzim komplex; V: enzim és elhasadt szubsz-
trát/inhibitor komplexe; VI: enzim és elhasadt szubsztrát/
inhibitor külön-külön. Középen szerepel a reakció vázlatos
menete. E = enzim, S = szubsztrát, C = tetraéderes inter-
medier, D = acil-enzim komplex, S1, S2 = az elhasadt szubsz-
trát fragmensei, I = inhibitor, I* = elhasadt inhibitor; k =
sebességi együttható. Alul tüntettük fel egyes intermedierek
(II–V) vázlatos szerkezetét.

SZERIN-PROTEÁZ-INHIBITOROK: MODELLEK SZINTÉZISÉTÔL AZ AB INITIO SZÁMÍTÁSOKIG
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tottuk (így modelleztük a merev konformációjú
inhibitor viselkedését). Mindkét esetben ugyanazt
a kísérletet végeztük el, azaz a Ser O-atomját köze-
lítettük a P1 aminosav karbonil-szénatomjához, a
tetraéderes komplex kialakítása érdekében. A szá-
mítások eredménye szerint az ugyanolyan körül-
mények között lejátszódó két reakció aktiválási
energiája között 25 kJ/mol energiakülönbség van, a
rögzített torziószögû modellbôl tehát ennyivel ne-
hezebben képzôdik tetraéderes intermedier. Mind-
ez meggyôzôen bizonyítja, hogy a rögzített konfor-
mációjú inhibitoroknál azért nem kerül sor a vi-
szonylag merev konformációjú P1-P1’ részleg
hasadására, mert a tetraéderes intermedier sebes-
ségmeghatározó lépést jelentô kialakulása fokozot-
tan energiaigényes.

Érdemes végezetül egy irodalmi példa elemzésével
az elmondottakat más oldalról is megvilágítani.
Laskowski és munkatársai az általunk vizsgált
SGCI gátlószerek egyik szerkezeti rokonának, a
pulyka ovomucid doménjének a hasadási reakció-
ját az idô függvényében követték [12]. Ha felté-
telezzük, hogy itt az inhibitor–enzim komplex uni-
molekulás átalakulása tetraéderes intemedierré a
sebességmeghatározó lépés, akkor e rendkívül las-
sú, több napig követett reakció kinetikai görbéjébôl
a k1 = 0,001326 1/s sebességi együtthatót határoz-
hatjuk meg. Ha elfogadjuk továbbá ab initio számí-
tásaink eredményét, nevezetesen azt, hogy a reak-
ciók aktiválási energiája között 25 kJ/mol különb-
ség van attól függôen, hogy modellünk P1-P1’ rész-
legének konformációja rögzített-e avagy sem,
akkor ebbôl ki lehet számítani, hogy a szabad és a
rögzített torziószögekkel rendelkezô modellek ha-
sadási sebessége között elvileg 27550-szeres kü-

lönbségnek kell lennie. Ha az ovomucid domén
inhibitor hasadását jellemzô k1 = 0,001326 1/s
sebességi együtthatót megszorozzuk 27550-nel,
akkor egy feltételezett, szabad torziószögû (tehát
szubsztrátként viselkedô) modell sebességi együtt-
hatójára a k1 = 35,53 1/s érték adódik. Ha ezt az
adatot összevetjük azokkal az irodalomból jól is-
mert k1 = 10–100 1/s közötti értékekkel, amelyek az
aktív helyen Leu aminosavat tartalmazó szubsztrá-
tok hasadási sebességét jellemzik, akkor megálla-
píthatjuk, hogy az egyezés nagyságrendileg helyes,
ami igen jó eredmény. Az ab initio kvantumkémiai
számításaink eredményességét bizonyítja, hogy az
enzim és az inhibitor szerkezetének kb. 98%-át
elhagyva is képesek voltunk modellezni és értel-
mezni az inhibitor és a szubsztrát viselkedése kö-
zötti különbséget.

Köszönetnyilvánítás
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nos konzultációkért, Patthy András tud. fômunka-
társnak a biológiai vizsgálatok elvégzéséért,
Gáspári Zoltán tud. segédmunkatársnak az NMR
szerkezetvizsgálatokban való közremûködésért és
a kézirat áttanulmányozásával kapcsolatos észre-
vételeiért, valamint Hudáky Péter doktorjelöltnek a
közösen végzett kvantumkémiai számításokért.
Köszönet illeti az MTA Szerves és Biomolekuláris
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Ultraszenzitív nukleinsav-detektálás gélben és oldatban

A Molecular Probes cég kiváló festékeit már évek óta
forgalmazza a Bio-Science Kft. Talán a legszélesebb
körben alkalmazottak ezek közül a különbözô nuk-
leinsavfestékek. A SYBR® Gold a legérzékenyebb
fluoreszcenciás festék dsDNS, ssDNS és RNS detek-
tálására natív és denaturáló gélben egyaránt: 300
nm hullámhosszú transzilluminátort használva
csíkonként már 25 pg DNS is kimutatható. Az eti-
dium-bromidét meghaladó érzékenysége még
szembeötlôbb denaturáló karbamid-, glioxal- és
formaldehid-alapú gélben. A festék nem zavarja a
restrikciós endonukleázos hasítást sem, illetve eta-
nolos kicsapás során jól elkülöníthetô a DNS-tôl.

A SYBR® Green I nagyobb affinitással rendelkezik a
dsDNS-, mint az ssDNS- és az RNS-molekulákhoz.
Maga a festék kisebb háttér-fluoreszcenciát okoz a
gélben, mint a SYBR® Gold. A minden molekuláris
biológiai laboratóriumban megtalálható 300 nm
hullámhosszú UV-transzilluminátorral csíkonként
már 60 pg dsDNS is detektálható. A reagens gyor-
san penetrál a gélbe, és nem igényel festékmente-
sítést. A DNS-molekulákhoz mutatott nagy affini-
tása miatt már az elektroforézis elôtt hozzáadható a
mintához. Abszorpciós tulajdonságai miatt argon-
ionlézer-alapú detektálásokra is jól alkalmazható.
Elônyös tulajdonságai miatt a QPCR egyik detek-
tálási módszere is ezt a festéket használja. Végül, de
nem utolsósorban további elônyeként említhetô,
hogy az Ames-teszt alapján jóval kevésbé mutagén,
mint az etidium-bromid. A SYBR® Green II – viszont
legnagyobb affinitást az RNS iránt mutat, így ezt
RNS-gélek festésére használják.

A SYBR Green festék további alkalmazását lát-
hatjuk a cég Electrophoretic Mobility Shift Assay
kitjében, ahol az akrilamid gélt elôször SYBR Green
EMSA reagenssel festjük, majd a fehérje kompo-
nenst SYPRO Ruby segítségével tesszük láthatóvá.
Az eddigi EMSA jelölési technikákhoz képest
elôny, hogy a nukleinsavat futtatás után festjük és
nem elôzetesen, ahol a nukleinsavhoz kötött festék
molekula esetleg zavarhatja a fehérje megkötését.

A cég új fejlesztése a SYBR Safe, ami az etidium-
bromidnál kétszer intenzívebb festést tesz lehetôvé.
A használatra kész oldat 0,5x TBE-pufferrel készült,
így az agarózgél rögtön ezzel a reagensoldattal

készíthetô el. A hôkezelés nem csökkenti a festék
hatékonyságát. Természetesen futtatás utáni festés-
re is alkalmas. A festékoldat 6 hónapig tárolható
szobahômérsékleten, sötétített üvegben. Mutageni-
tása három emlôs-sejtvonalon, illetve baktérium-
törzsekkel végzett Ames-tesztben alacsony értéke-
ket mutatott. Remélhetô, hogy ez az új termék sok
labor számára helyettesíteni tudja az etidium-bro-
midos festést.

Gyakorta szükséges feladat, hogy különbözô nuk-
leinsavoldatok koncentrációját megállapítsuk,
amire általában az UV-abszorpciós módszert hasz-
nálják. Amint köztudott azonban, e módszerrel
nem tudunk különbséget tenni az egyes nuklein-
savtípusok között. A fenti, gélben használható fes-
tékeknek megfelelô, de csak oldatban használható
megfelelôik a PicoGreen®, a RiboGreen™ és az
OliGreen®reagensek. Közülük a legtöbbet használt
a PicoGreen®, ami dsDNS mérésére alkalmas. A
szabad festék szinte nem is fluoreszcens, viszont
dsDNS-hez kötôdve mintegy ezerszeresre nô a
fluoreszcenciás intenzitás. A lineáris tartomány 25
pg/ml koncentrációtól 1 µg/ml koncentrációig ter-
jed. A RiboGreen™ RNS, míg az OliGreen® ssDNS
mennyiségi meghatározására (kvantifikálására) al-
kalmas. Ez utóbbi lehet szekvenálási és amplifiká-
ciós primer, hibridizációs próba, antiszenz oligo-
nukleotid, fág ssDNS. Mindhárom festéket csupán
össze kell keverni a mintával, és 2–5 perc inkubálás
után már elvégezhetô a mérés. A cég palettáján
további termékek találhatók a különféle fehérje-
gélek és -blotok nagy érzékenységû festésére.

Holló Róbert
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Humán placenta protein 20 (PP20) / tiamin-
pirofoszfokináz (hTPK): szerkezettôl a funkcióig

Human placental protein 20 (PP20) / thiamin pyrophosphokinase:
from structure to function

Barna László1, Bellyei Szabolcs2, Szigeti
András2, Boronkai Árpád2, Szabó Zoltán2,
Ohmacht Róbert2, Janáky Tamás3, 
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Összefoglalás

A humán placenta protein 20 (PP20) méhlepénybôl
izolált, két azonos alegységbôl álló, 52 kD moleku-
latömegû fehérje, melybôl a placenta terminusban
mintegy 0,5 mg mennyiséget tartalmaz. Kiegészítô
DNS-molekuláit humán lepényi cDNS-könyvtárból
izoláltuk. A kódolt 27 kD molekulatömegû fehérje
243 aminosavból áll, szekvenciája azonos a humán
tiamin-pirofoszfokináz (hTPK) alegységével, leg-
közelebbi homológja az egér TPK. A PP20/hTPK
gén a 7. kromoszómán (7q34-7q36) helyezkedik el.
Western-blot módszerrel humán magzati és felnôtt-
szövetekben detektáltuk a hTPK enzimet, amely
kimutatható volt tumorsejtekben és -szövetekben
egyaránt. Mikroszkópiás technikával a szincitiotro-
foblasztok citoplazmájának diffúz, a citotrofo-
blasztok gyenge jelölôdését láthattuk. A hTPK szer-
kezetét homológiamodellezéssel határoztuk meg, a
hTPK tiaminkötôhelye egyezett az egér TPK
tiaminkötôhelyével, de nagy különbségeket muta-
tott a bakteriális és fungális enzimekével. A hTPK
funkcionális analízisét elektospray ionizációs
tömegspektrográfiás módszerrel végeztük, amely
igazolta a tisztított és a rekombináns fehérje tiamin-
pirofoszfokináz enzimaktivitását.

Barna, L.1, Bellyei, Sz.2, Szigeti, A.2,
Boronkai, Á.2, Szabó, Z.2, Ohmacht, R.2,
Janáky, T.3, Than, N.G.2,4, Szilágyi, A.1,
Závodszky, P.1, Sümegi, B.2,5

1 Institute of Enzymology, Biological Research
Center, Hungarian Academy of Sciences,
Budapest
2 Department of Biochemistry and Medical
Chemistry, University of Pécs, Pécs
3 Department of Medical Chemistry, University
of Szeged, Szeged
4 First Department of Obstetrics and
Gynecology, Semmelweis University, Budapest
5 Research Group for Mitochondrial Function
and Diseases, Hungarian Academy of Sciences,
Pécs

Summary

The 52 kD human placental protein 20 (PP20)
composed of two identical subunits was isolated
from term placenta, which contains 0.5 mg of
this protein. Its cDNA was isolated from a
human placental cDNA library, which encode a
243 amino acid, 27 kD protein identical with the
human thiamin pyrophosphokinase (hTPK)
subunit. The murine hTPK was found to be its
closest homolog. The PP20/hTPK gene was
localized on the chromosome 7 (7q34-7q36). The
presence of the protein in human fetal and adult
tissues, tumors and tumor cell lines was proved
by Western-blot. By imaging methods, diffuse
labeling in the cytoplasm of the syncytiotro-
phoblasts and weak staining of the cytotro-
phoblasts were seen. The homology based
model of the enzyme was constructed using the
X-ray structure of the highly homologous
murine TPK. The thiamin binding site of the
human enzyme was identical with that of the
murine protein, while significantly different to
the bacterial or fungal ones. Functional analysis
of hTPK by mass spectrometry with electro-
spray ionization proved the TPK activity of both
the purified and recombinant protein.
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Bevezetés
A lepényi fehérjék növekedett mennyiségben szin-
tetizálódnak terhesség alatt, és fontos szerepet ját-
szanak a magzat és a méhlepény kialakulásában,
fejlôdésében, valamint a terhesség fenntartásában.
Szülés után génjeik represszálódnak, de újból kife-
jezôdhetnek különbözô kóros állapotokban [1]. A
pécsi kutatócsoport számos lepényi fehérjét izolált,
szekvenált és molekuláris biológiai módszerekkel
jellemzett az elmúlt évek során [2–5]. A placenta
protein 20 (PP20) fehérjét 1985-ben izolálták és
jellemezték fizikokémiai tulajdonságait. Két 27 kD
molekulatömegû alegységbôl áll, szénhidráttartal-
ma 3%, átlagosan 0,5 mg van az érett méhlepény-
ben [6]. Korábbi immunhisztokémiai vizsgálatok
szerint a PP20 fôleg a szincitiotrofoblasztok, cito-
trofoblasztok, illetve a chorionális trofoblasztok
citoplazmájában található korai méhlepényben.
Érett placentában a fehérje a villózus tér Hofbauer-
szerû sejtjeinek citoplazmájában és a chorionális
trofoblasztokban helyezkedik el [7]. Mivel a komp-
lex proteomikai vizsgálatokhoz nemcsak a fehérjék
pontos funkcionális tulajdonságait, hanem térszer-

kezeti tulajdonságait is elengedhetetlen ismerni, és
a pécsi, valamint budapesti munkacsoportok
korábban már folytattak ez irányú vizsgálatokat
[8–11], a PP20 / humán tiamin-pirofoszfokináz
(hTPK) térszerkezeti vizsgálatait együttmûködés-
ben végeztük. A hTPK térszerkezetét homológia-
modellezéssel, az egér TPK – mint az ismert leg-
közelebbi homológ fehérje – atomi koordinátáinak
felhasználásával határoztuk meg. Különbözô fajok-
ból származó TPK-fehérjék szekvenciaösszerende-
zésének analízise alapján megállapítható volt, hogy
a humán TPK enzim aktív helye szignifikánsan
különbözik több alacsonyabb rendû faj enzimének
aktív helyétôl, mely tény felvetette szelektív inhibi-
torok (gyógyszerek) tervezésének lehetôségét.

Anyagok és módszerek
Immunológiai vizsgálatainkhoz méhlepény mellett
egészséges magzati és felnôtt-, illetve tumoros szö-
veteket, citológiai vizsgálatainkhoz onkogén (HeLa),
hepatoblasztóma (HepG2), hasnyálmirigy-karcinó-
ma (Panc1) és nem malignus embriohepatikus
epithelialis (WRL-68) sejtvonalakat használtunk.

A Pécsi Tudományegyetem ÁOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetében, a Nôi Klinikával karöltve, három évtizede
kezdôdtek a nemzetközi együttmûködésben végzett terhességi, méhlepényi, valamint endometriális eredetû fehérjék
alap- és alkalmazott kutatásai. Munkacsoportunk az elmúlt öt évben 7 szolubilis lepényi fehérje (PP13/galectin-13, PP17a
és PP17b/sandrin A és B, PP18a és PP18b/elágazó láncú aminotranszferáz, PP20/hTPK, PP25) cDNS-ét izolálta, illetve a
fehérjék és génjeik komplex genomikai és proteomikai analízisét végezte. A cikk szerzôi (balról jobbra): Szigeti András
PhD-hallgató, orvos; Bellyei Szabolcs PhD-hallgató, orvos; Than Nándor Gábor PhD, orvos, a placenta protein munka-
csoport vezetôje; Sümegi Balázs az MTA doktora, biokémikus, tanszékvezetô professzor, a molekuláris biológiai munka-
csoport vezetôje; Ohmacht Róbert az MTA doktora, vegyész, a folyadékkromatográfiás kutatások vezetôje, egyetemi
docens; Szabó Zoltán PhD-hallgató, vegyész; Boronkai Árpád PhD-hallgató, orvos.

Az MTA Enzimológiai Intézetében mûködik a Szerkezeti Biokémia
Csoport Závodszky Péter vezetésével. Munkájuk során a génsebészet, a
fehérjeexpresszió, a számítógépes modellezés és a szerkezetvizsgáló
módszerek együttes alkalmazásával keresik az összefüggéseket a fehér-
jék szerkezete, konformációs stabilitása és az enzimmûködés szabályo-
zása között. A jelen munkában Barna László, Závodszky Péter és
Szilágyi András (a képen balról jobbra) végezték a tiamin- pirofoszfo-
kináz-szekvenciák (TPK) összehasonlító analízisét, valamint a humán TPK homológiamodellezését és vizsgálatát.

A Szegedi Tudományegyetem ÁOK Orvosi Vegytani Intézetében Janáky Tamás PhD, vegyész, egyetemi docens végezte
kollaborációban a PP20/hTPK tömegspektrometriás fehérjeazonosítását.

HUMÁN PLACENTA PROTEIN 20 (PP20) / TIAMIN-PIROFOSZFOKINÁZ (HTPK): SZERKEZETTÔL A FUNKCIÓIG
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PP20 cDNS-klónozás és szekvenciaanalízis

A PP20 cDNS-t lepényi expressziós cDNS-könyv-
tárból izoláltuk monospecifikus anti-PP20 antitest
[6] segítségével. A pozitív plakkokat izoláltuk,
majd a λ-fágokat pBluescript SK-plazmidba kon-
vertáltuk. A cDNS sense és antisense láncát ABI
PRISM 310  Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
automata szekvenálóval analizáltuk.

A PP20 cDNS-szekvenciáját a BLAST [12] és az
UCSC Genome Browser adatbázisban különbözô ki-
fejezôdô szekvenciacímkékhez (EST, expressed
sequence tag), a LocusLink adatbázisban [13] pedig a
humán genomhoz hasonlítottuk. A gén promóter
régiójában feltételezett átírásifaktor-kötôhelyeket a
Transfac Adatbázisban [14] Patch algoritmussal ele-
meztük. A PP20/hTPK és homológjai közötti több-
szörös aminosavszekvencia-egyeztetést CLUSTALW
módszerrel [15] végeztük.

A PP20/hTPK kifejezôdése

A PP20 cDNS olvasási keretet (open reading frame)
PCR eljárással erôsítettük ki, a terméket pGEX-4T-1
kifejezôdési vektorba klónoztuk és DH5α-kompe-
tens sejtbe transzformáltuk. A kifejezôdést izopro-
pil-β-D-tiogalaktopiranozid (IPTG) hozzáadásával
indukáltuk, a fehérjét Glutathione Sepharose 4B osz-
lopon (Amersham Biosciences) tisztítottuk.

Tömegspektrometriás fehérjeazonosítás

A tisztított és rekombináns PP20/hTPK fehérjét
gélelektroforetikusan (12%-os SDS-PAGE) különí-
tettük el és Coomassie-reagenssel festettük. A fe-
hérjecsíkokat a gélbôl kivágtuk, redukáltuk, alkilál-
tuk, a gélen belül tripszinnel emésztettük [16]. A
fehérjéket MALDI-TOF MS peptidtérképezô és
MALDI-PSD tömegspektrometriás szekvenáló se-
gítségével azonosítottuk. A fehérje-tömegtérképe-
zést Bruker Reflex IV MALDI-TOF tömegspekt-
rométerrel végeztük. Az adott spektrumban létre-
jövô monoizotópos tömegek peptidionjelét MS Fit
programmal azonosítottuk [17]. A tripszinemész-
tett peptidionok elsôdleges szerkezetét PSD (post
source decay) módszerû szekvenálással ellenôriztük.

SDS-PAGE / Western-blot, enzimaktivitás / HPLC

10 ng tisztított PP20/hTPK fehérjét, valamint 10-10
µg lepényi, szövet- és sejtextraktumot gélelektro-
foretikus (12%-os SDS-PAGE) eljárással különítet-
tünk el. Az elválasztott fehérjecsíkokat anti-PP20

antitesttel (immunoblot) és ECL kemilumineszcens
rendszerrel tettük láthatóvá, a kvantitatív denzito-
metriás meghatározást Scion Image for Windows
szoftver segítségével végeztük.

A tiamin-pirofoszfát elválasztására és tömegspekt-
rometriás detektálására folyadékkromatográfiás
módszert dolgoztunk ki. Az elválasztás 5 µm szem-
cseátmérôjû, utánszilanizált C18 oszlopon történt,
eluensként 0,1 M ammónium-acetát puffer és
metanol (95:5) elegyét használtuk a pozitív ion
módban alkalmazott elektrospray ionizációhoz.

Immunhisztokémia, konfokális immunfluoreszcens
mikroszkópia

A formalinnal rögzített, paraffinba ágyazott szövet-
tani metszeteket és sejttenyészetmintákat anti-PP20
antitesttel inkubáltuk, az immunfestést Universal
Kit festékreagenssel [18] végeztük. A metszeteket
Olympus BX50 fénymikroszkóppal analizáltuk és
archiváltuk.

Deparaffinálás után a metszeteket tripszinnel
emésztettük, anti-PP20 antitesttel kezeltük, ezután
párhuzamosan FITC festékkel jelölt IgG immun-
reagenssel, valamint DRAQ5 magfestékkel festet-
tük. A sejtfluoreszcenciát Bio-Rad MRC-1024ES
konfokális illesztékkel ellátott Nikon Eclipse TE-
300 invert-mikroszkóppal vizsgáltuk.

A PP20/hTPK térszerkezetének meghatározása
homológiamodellezéssel

Több eljárás között választhatunk, ha egy fehérje
térszerkezetét a szekvenciája alapján kívánjuk
modellezni. Ha nincs ismert szerkezetû homológ
fehérje, akkor az ab initio predikciónak nevezett,
alapvetô fizikai elvekre és adatokra (kötésszögek,
kötéshosszak) alapozott eljárást választhatjuk. A
fehérjefeltekeredés (fold) felismerési módszert akkor
alkalmazzuk, ha a célfehérjénk szekvenciaazonos-
sága nagyon alacsony (<20%) az ismert szerkezetû
fehérjék szekvenciájával. Ilyen esetben a szekven-
ciánk vizsgálata alapján el kell döntenünk, hogy
léteznek-e olyan feltekeredési típusok, amelyek
megfelelnek a szekvenciánknak, és ha igen, melyek
ezek. Szerencsés esetben, van egy vagy több megfe-
lelô szekvenciaazonosságú (>20%) ismert térszer-
kezetû rokon (homológ) fehérje, ilyenkor a homoló-
giamodellezés gyakorlatához nyúlhatunk. Homoló-
giamodellezés esetén, ha a szekvenciaazonosság
>30%, a szerkezetek általában igen nagy hasonlósá-



91

S
Z

A
K

C
IK

K

got mutatnak, 20% és 30% szekvenciaazonosság
között a hasonlóság már kérdésessé válik, de
elôfordul 10% alatti azonosság esetén is jó térszer-
kezeti hasonlóság. A homológiamodellezés alap-
vetô eljárása a lánctöredékek összeillesztésének
módszere, újabban viszont inkább a térbeli kény-
szerek kielégítésén alapuló eljárásokat alkalmaz-
zuk [19]. Az utóbbi algoritmus a referenciaszerke-
zetek alapján térbeli kényszereket vezet le (pl.
atompárok távolsága, atomhármasok szöge stb.),
majd a kényszereket egy célfüggvénybe egyesíti. A
modellezés során a célfehérjénk véletlenszerû kez-
deti konformációjából kiindulva szimulált hôkeze-
léssel optimalizálja a célfüggvényt.

A hTPK térszerkezetének meghatározására a térbe-
li kényszerek kielégítésén alapuló homológiamo-
dellezési eljárást használtuk, melyet Modeller [20]
programmal Linux munkaállomáson végeztünk. A
referenciafehérje kereséséhez BLAST programot
[12] használtunk, az egér TPK–tiamin komplex
térszerkezetét (1IG3) [21] a Protein Data Bank adat-
bázisból [22] töltöttük le. Mind a PP20/hTPK, mind
az egér TPK 243 aminosavból áll, és a legjobb
összerendezést hézag beszúrása nélkül kaptuk
CLUSTALW módszerrel [15]. Mivel a két fehérje
azonossága 89%-nak adódott, és az egér TPK rönt-
genkrisztallográfiás térszerkezete 1,9 Å felbontású
volt, a homológiamodellezés kritériumai minden
vonatkozásban teljesültek. A képek VMD [23] és
POV-Ray programokkal készültek.

Eredmények

A PP20 cDNS klónozása és szekvenciaanalízise

Humán lepényi cDNS-könyvtárból négy klónt izo-
láltunk, amelyek közül a leghosszabb (GenBank:
AY206415) 2431 bázispárt tartalmazott, az olvasási
keretben egy 243 aminosavból álló fehérjét kódol,
melynek molekulatömege 27,265 kD (1. ábra). A
PP20 azonosnak bizonyult a hTPK-val (GenBank:
AAK01351), [24, 25] és nagyfokú homológiát muta-
tott (89% azonosság, 95% hasonlóság) az egér TPK
enzimmel [26].

PP20/hTPK gén lokalizációja, szerkezete és
szabályozása

A GenBank adatai alapján a humán EST-szekven-
ciák számos felnôtt- és magzati humánszövetben
megtalálhatók voltak, valamint lepényben nagy

mennyiségben expresszálódtak. A 384 kb hosszú
PP20/hTPK gén a 7. kromoszóma q34-q36 részére
lokalizálódott, 9 exont tartalmazott [10,11] (ellentét-
ben a korábban publikált 8 exonos értékkel [24,25]).
A promóter TATA-box-szerû szekvenciát és iniciáló
elemet (Inr) tartalmazott, a transzkripció iniciálá-
sában pedig szerepet játszhat még a szabályozó
(downstream promoter) elem (DPE; +38), valamint
GC-ben gazdag SP-1 és GCF kötôhelyek is (1. ábra).
A promóter régió 1 kb méretû darabjának analízise

HUMÁN PLACENTA PROTEIN 20 (PP20) / TIAMIN-PIROFOSZFOKINÁZ (HTPK): SZERKEZETTÔL A FUNKCIÓIG

1. ábra A PP20/hTPK gén és fehérje szekvenciái. A PP20/
hTPK gén 9 exonja fékövér betûvel, a 8 intron és az 5’ illetve
3’ át nem íródó régiók kis dôlt betûvel, a konszenzus GT/AG
hasítóhelyek aláhúzottan láthatók. A 9-es és a 3-as exonban a
start (AUG) és stop (TAA) kodonok inverzen, szürke háttérrel
vannak feltüntetve. A kétszeresen aláhúzott TATA-box-szerû
szekvencia (-38), az iniciáló és a szabályozó (downstream
promoter) elemek (DPE, +38) szerepet játszhatnak a transz-
kripció iniciációjában. A képen az SP-1 (árnyékolva) és a
GCF (keretezett) átírási faktorok GC-gazdag kötôhelyeit,
illetve a poliadenilációs szignált (keretezett) is jelöltük. A
PP20/hTPK aminosavszekvenciája fekete háttérrel látható.
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során számos átírásifaktor-kötôhelyet (AP-1, AP-2,
SP-1, C-Myb, ISGF-3, STAT-1 és SAT-3) találtunk,
melyek a fehérje ubiquiter expresszióját biztosíthat-
ják (AP-1, AP-2, SP-1), valamint szerepük lehet a
sejtosztódás és -differenciálódás szabályozásában is.

A PP20 és a hTPK azonosítása, a PP20/hTPK kife-
jezôdése és lokalizációja

A tisztított és a rekombináns PP20 gélektrofore-
tikus (SDS-PAGE) futtatása során Coomassie-fes-
téssel két fehérjét (27 és 54 kD) detektáltunk, mint
azt korábban már Bohn és Winckler is leírta [6]. A
gélbôl mindkét csíkot kivágva MALDI-TOF MS
peptidtérképezést és MALDI-PSD MS szekvenálást
végeztünk. Az adatok alapján a két protein egy-
aránt hTPK fehérjének bizonyult, melybôl igazoló-
dott, hogy az 54 kD tömegû fehérje az alegység
dimerje.

A PP20/hTPK Western-blot eljárásban is két csík-
ban vándorolt. Immunológiailag azonos fehérjéket
mutattunk ki nagy mennyiségben humán lepény-
ben, valamint kisebb mennyiségben különbözô
magzati és felnôttszövetekben egyaránt, illetve szá-
mos tumorszövetben és sejtvonalban is. Érett
méhlepényben immunhisztokémiai módszerrel a
szincitiotrofoblasztok citoplazmájának diffúz jelö-
lôdése és a trofoblasztok, valamint Hofbauer-sejtek
gyenge jelölôdése volt látható. Az érzékenyebb
konfokális mikroszkópiával azonos, de intenzívebb
PP20/hTPK jelölôdést láttunk (2. ábra).

2. ábra (lásd a színes ábrát a 93. oldalon)  A PP20/hTPK
expressziója érett méhlepényben. A formalinban fixált, paraf-
finba ágyazott metszeteket monospecifikus anti-PP20 antitest-
tel festettük. (A) Az immunhisztokémiai metszeteken (400x)
közepes PP20/hTPK expressziót láttunk szincitiotrofoblasztok-
ban (nyilak), gyenge jelölôdést pedig a citotrofoblasztokban és
a Hofbauer-sejtekben. (B) A konfokális metszeteket párhuzamo-
san DRAQ5 (piros) magfestékkel is festettük (1000x).
Számottevô PP20/hTPK festôdés (zöld) figyelhetô meg a
szincitiotrofoblasztokban, és gyenge festôdés a citotrofoblasz-
tokban.

Korábbi [24] és saját eredményeink szerint is a
hTPK egészséges és tumoros szövetekben közel
azonos mennyiségben termelôdik, így nem osztjuk
azon munkacsoportok véleményét, melyek a hTPK
kifejezôdésének mértékében különbségeket talál-
tak Northern-blot módszerrel, elsôsorban here-,
vékonybél-, vese-, illetve májszövetekben [25,26].
Saját megfigyeléseink alapján megerôsíthetjük,

hogy a hTPK az anyagcsere-folyamatokban jelen-
tôs szereppel bíró, belsô szabályozó (“housekeep-
ing”) génként tartható számon.

Korábbi immunhisztokémiai vizsgálatok kimutat-
ták, hogy korai humán méhlepényben a PP20 fôleg
a szincitiotrofoblasztok és citotrofoblasztok cito-
plazmájába lokalizálódott, majd érett placentában
elsôsorban a villosus stromában elhelyezkedô
Hofbauer-szerû sejtek citoplazmájában, valamint
bazális choriontrofoblasztban volt azonosítható.
Ezen eredmények alapján feltételezték, hogy a pla-
centában az idô elôrehaladtával a villosus szinci-
tiotrofoblasztok elveszthetik a képességüket a PP20
fehérje szintézisére [7]. A pécsi munkacsoport érett
lepényben diffúz hTPK jelölôdést talált a szinci-
tiotrofoblasztok citoplazmájában, míg az érzéke-
nyebb immunfluoreszcens konfokális ábrázolás
hasonló, de intenzívebb hTPK jelölôdést mutatott a
szincitiotrofoblasztokban. Ez ellentmond az idézett
adatoknak [7], de összhangban van a fehérjétôl
általánosságban megállapított tényekkel.

A PP20/hTPK térszerkezeti modellezése

A hTPK cDNS-szakaszát bakteriális pGEX-4T-1
plazmidba inzertálva a fehérjét jelentôs mennyiség-
ben expresszáltuk, de mivel a fehérje térszerkeze-
tének kísérleti meghatározására nem volt mód, jól
megalapozott modellezô eljáráshoz folyamodhat-
tunk. A homológiamodellezést Modeller [20] prog-
rammal végeztük, referenciafehérjeként az egér
TPK térszerkezetét használtuk. Összesen 50 mo-
dellváltozat készült, melyekhez tartozó célfügg-
vényértékeket vizsgálva határoztuk meg a végleges
modellt. Az 50 modell mindegyike különbözô
véletlenszerû térszerkezeti elrendezôdésbôl indult
ki, de hasonló végeredményt adott, így nem volt
szükséges további modellszerkezeteket elôállítani.
Minthogy az egér TPK-szerkezet (PDB: 1IG3) alap-
ján épített homológiamodell kielégítette a térbeli
kényszereket, és szekvenciaazonossága igen magas
fokú (89%) volt, a hTPK térszerkezetének gerincle-
futása megfelelt az egér TPK-fehérjegerinc térbeli
elrendezôdésének. A hTPK térszerkezeti modell
1OLY kóddal a PDB adatbázisba került elhelye-
zésre. A hTPK homodimer, egy alegysége 56 Å
hosszú és 31 Å széles hasábban helyezhetô el. A
szerkezet egy N-terminális α/β-domént és egy C-
terminális β-szendvicsdomént tartalmaz. A tiamin-
kötôhelyet három láncszakasz alkotja: AI: β-dudor
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a Ser216B-Asn219B aminosavak között, AII: egy
hurok a Gly 199B-Asn 203B aminosavak között,
AIII: az Asp 95A-Asp 100A aminosavak közötti
szakasz (3. ábra). A referenciafehérje és a hTPK tér-
szerkezeteinek egymásra illesztett ábráján (4. ábra)
jól látszik a két szerkezet nagymértékû hasonlósá-
ga és a kötôhelyek egyezése. A hasonlóság mennyi-
ségileg is kifejezhetô az egyes atomok helyzetének
négyzetes közepes eltérésével (root mean square
deviation, RMSD), mely esetünkben 0,17 Å, ami
nagyon hasonló térszerkezetre utal. A feltételezett
ATP-kötôhely környezete is megegyezett a két
fehérjében, kivéve a 129-es alanin–glicin cserét.

3. ábra (lásd a címlapon)  A hTPK homológiamodellezéssel
nyert térszerkezetének háromdimenziós ábrázolása. A tiamin
az aktív helyen pálcika ábrázolásban látszik. Az aktív helyet
alkotó láncszakaszok (AI, AII, AIII) oldószer-hozzáférési felszín
ábrázolásban (zöld: A lánc, világoskék: B lánc), míg a fehér-
je gerince szalagábrázolásban látható. A kép VMD program-
mal készült, a hozzárendelések POV-Ray módszerrel készültek.

4. ábra (lásd a színes ábrát a 93. oldalon)  A hTPK és az
egér TPK szerkezetének összeillesztése az aktív helyre fóku-
szálva. Az aktív hely oldalláncai gömb-pálcika ábrázolásban
láthatók, pirossal a hTPK, narancsszínnel az egér TPK szerke-
zete, középen a tiamin pálcika ábrázolásban. Az aktív hely nagy-
fokú hasonlósága a két szerkezetben jól látszik.

A különbözô fajokból izolált TPK enzimek aktív
centrumaihoz tartozó szekvenciák összehasonlítá-
sa (5. ábra) rávilágított az enzimfehérje egyes szaka-
szainak törzsfejlôdésbeli alakulására. A hTPK en-
zimhez képest a fungális TPK enzimek mindössze
30%-os, a bakteriális TPK enzimek pedig 25%-os
azonosságot mutattak. A fungális TPK enzimek
esetében az aktív centrum elsô régiójában (AIII) két
negatív töltésû aszpartátcsoportot helyettesít egy
semleges töltésû cisztein és aszparagin aminosav. A
második régióban (AII) egy pozitív töltésû lizint
egy negatív töltésû glutamát cserél fel, ezáltal jelen-
tôs strukturális és töltésbeli különbségeket képezve
az aktív centrumban. Bakteriális enzimek esetében
az elsô régióban (AIII) a hisztidin, amely neutrális
pH-értéken pozitív töltést vehet fel, neutrális vagy
negatív töltésû aminosavval helyettesített. A má-
sodik régióban (AII) GL- és WN-párokat cserél fel
esetenként a részleges negatív töltéssel bíró tirozin-
csoport. Ezen adatok igazolják a különbözô fajok-
ban található enzimek aktív centrumának eltéré-
seit. Még jelentôsebb különbségek voltak láthatók a
kitöltendô tér töltésében és méretében.

Elektrospray ionizációs tömegspektrometria (ESI-MS)

Az ESI-MS eljárás lehetôvé tette mind a tiamin,
mind pedig a tiamin-pirofoszfát kíméletes, frag-
mentálódás nélküli ionizációját, ezáltal intenzív
molekulacsúcsok megjelenését (6. ábra). Az inkubá-
ciós elegyben megjelenô tiamin-pirofoszfát jól mu-
tatta a PP20/hTPK tiamin-pirofoszfokináz akti-
vitását. A kromatográfiásan jól elkülönülô tiamin-
pirofoszfát- és tiamincsúcsok (tR=2,91 min és 7,34
min) tömegspektrumán a tiamin-pirofoszfátra jel-
lemzô molekulaion nagy relatív intenzitással 424,7
m/z értéknél jelent meg.

A hTPK hatásmechanizmusa

A hTPK valamennyi humán sejttípusban kimutat-
ható, szerepe a tiamin (B1-vitamin) pirofoszforilá-
lásának katalizálása ATP és magnéziumion jelenlé-
tében. Nélkülözhetetlen a szénhidrát-anyagcsere és
a mitokondriális energiatermelô folyamatok szá-
mos lépésében. Minthogy a tiamin elengedhetetlen
fontossággal bír a gerincesek anyagcseréjében [27],
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5. ábra Orthológ TPK enzimek aktív centrum szekvenciájá-
nak összehasonlítása. Az elsô régióban az aszpartátok és a treo-
nin nagymértékben konzervált a baktériumoktól az emlôsökig,
de több változás is megfigyelhetô gombákban. A második
régióban csak a lizin konzervált a baktériumoktól az emlôsökig,
szemben a gombákkal, ahol a másik négy aminosav egyezett
meg az emlôsökével. A harmadik régióban a szerin és az
aszparagin nagymértékben konzervált.
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6. ábra A hTPK tiamin-pirofoszfokináz aktivitásának analí-
zise ESI-MS módszerrel. A PP20/hTPK- és tiaminoldat kro-
matogramján megjelenô tiamin PPi csúcs igazolta a fehérje
tiamin-pirofoszfokináz aktivitását.



94

így jelenléte és pirofoszforilációja lényeges a gerin-
cesek sejtjeinek életképességét és funkcióját illetô-
en. Proteomikai vizsgálataink nemcsak a hTPK
szerkezetét és funkcióját tisztázták, de felvetették a
lehetôségét olyan gyógyszerek tervezésének is,
amelyek specifikusan gátolják a baktériumok és
gombák TPK enzimét anélkül, hogy hatással lenné-
nek a humán variánsra. Ezek a terhesség során is
biztonsággal alkalmazható antimikrobiális terápiás
eszközzé válhatnának, mivel éppenséggel a kora-
terhességben mellôzött metronidazol anyagcsere-
termékérôl nyert bizonyítást, hogy szoros szerke-
zeti analógja a tiaminnak, és in vitro hatékony
gátlást fejt ki a hTPK enzimre [28].

Köszönetnyilvánítás
A pécsi munkacsoport a kutatást Prof. dr. Than
Gábor, az MTA doktora vezetésével és gondos felü-
gyeletével kezdte. Than professzor 2002. március
31-én váratlanul elhunyt, a szerzôk és kollégái e
munkát az Ô emlékének ajánlják. Köszönettel tar-
tozunk dr. Hans Bohnnak, hogy a PP20 antigént és
a monospecifikus anti-PP20 antitestet rendelke-
zésünkre bocsátotta, Prof. dr. Melegh Bélának a
cDNS-szekvenálásért és dr. Szekeres Györgynek az
immunhisztokémiai vizsgálatokért. A projekt az
alábbi kutatási támogatások segítségével valósult
meg: ETT T-09 163/01; ETT 557/2003; FKFP
0166/2001, 0298/2000, 0053/2001; OMFB-BIO
00201/2002; és OTKA T/020622, T/023076,
T/029824, T/032657, T/032726, M/36996.
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BIOKÉMIA, 27: 88–95 (2003)BARNA ÉS MTSAI

A Magyar Kémikusok Egyesülete (MKE) és a Magyar Biokémiai Egyesület (MBKE) szakosztályai 
az Analitikai Vegyészkonferencia (Balatonföldvár, 2004. június 30–július 2.)

keretén belül közös szervezésben rendezik meg a

Bioanalitika 2004
szimpóziumot, melyre ezúton hívjuk fel valamennyi MBKE-tag figyelmét. A szimpózium tematikája felöleli a bioanalitikai 

módszerek fejlesztésének és alkalmazásának körét, mûszeres (HPLC, CE), immunanalitikai (RIA, ELISA) 
és molekuláris biológiai (PCR, NASBA) eljárásokat egyaránt.

Felkérjük a szimpóziumon részt venni szándékozókat, hogy jelentkezési szándékukat s megtartani kívánt elôadásuk/poszterük
címét juttassák el az aszek@nki.hu elektronikus levelezési címre.

Jelentkezési határidô: 2004. január 23.
Jelentkezési lap letölthetô a http://www.nki.hu/bioanal2004.htm internetes címen.
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HUMÁN PLACENTA PROTEIN 20 (PP20) / TIAMIN-PIROFOSZFOKINÁZ (HTPK): SZERKEZETTÔL A FUNKCIÓIG

2. ábra A PP20/hTPK expressziója érett méhlepényben. A formalinban fixált, paraffinba ágyazott metszeteket monospecifikus anti-
PP20 antitesttel festettük. (A) Az immunhisztokémiai metszeteken (400x) közepes PP20/hTPK expressziót láttunk szincitiotro-
foblasztokban (nyilak), gyenge jelölôdést pedig a citotrofoblasztokban és a Hofbauer-sejtekben. (B) A konfokális metszeteteket
párhuzamosan DRAQ5 (piros) magfestékkel is festettük (1000x). Számottevô PP20/hTPK festôdés (zöld) figyelhetô meg a szinci-
tiotrofoblasztokban, és gyenge festôdés a citotrofoblasztokban.

4. ábra A hTPK és az egér TPK szerkezetének összeillesztése az aktív helyre fókuszálva. Az aktív hely oldalláncai gömb-pálcika ábrá-
zolásban láthatók, pirossal a hTPK, narancsszínnel az egér TPK szerkezete, középen a tiamin pálcika ábrázolásban. Az aktív hely nagy-
fokú hasonlósága a két szerkezetben jól látszik.
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Bullás József 1958-ban született Zalaegerszegen. A Képzô-
mûvészeti Fôiskolán Kokas Ignác és Dienes Gábor növen-
dékeként végzett 1984-ben. Budapesten él és dolgozik, 1983
óta rendszeresen mutatja be képeit csoportos és egyéni kiállí-
tásokon. Hazai tárlatai mellett nagyszámú nemzetközi csopor-
tos kiállításon szerepelt, Franciaországtól Bulgáriáig, Európa
számos országán kívül több tengerentúli (Egyesült Államok,
Kanada, Brazília) mûvészeti bemutatón szerepelt. Fontosabb
díjai: Herman Lipót-díj (1984), Derkovits-ösztöndíj (1986),
Prix Ars Electronica Computergraphic, Anerkeannung (1992).

Munkái többnyire vászonra festett olajképek, de vegyes technikákkal, olaj–
vászon-installációkkal és számítógépes grafikai technikával is kísérletezett.
1983–86 közötti, „útkeresô” képein egyfajta absztrakt szimbolizmus mutatkozik,
melybôl fokozatosan fordul a térélmény generálásához, absztrakt terek kiala-
kításához. Innen szinte egyenesen vezet az út a görbült formák, hullámvonalak,
ívek dinamikája felé, mely elem 1989 után festett képeinek vezérmotívuma. Tereit
persze nem csupán alakzatok hozzák létre, a minták (pattern) mellett döntô
fontosságú a színek egymás melletti élete, kontrasztjuk és áttûnésük egymásba.

A fô vonulatnak két
„kitérôje” volt, részint
egy kor- és újszerû
technika, a számí-
tógép bevetése
(1988–92), részint
egy visszanyúlási
kísérlet az absztrakt
„klasszikus” irányzatához, a konstruktivizmushoz (1995–96). Számítógépes
grafikai munkáiban részletgazdagon – keleti mintázatra emlékeztetôen – orna-
mentált felszínekbôl hozott létre összetett tereket, s e munkájával a szakterület
egyik legjelentôsebb kitüntetését nyerte el (Anerkeannung, Linz). Ezekkel együtt
is következetesen
két mozzanat fog-
lalkoztatja a leg-
erôsebben: az ese-
mény, ahogy az
egyszerû geomet-
riai formák teret
hoznak létre, még-
hozzá olyan teret,

amelyben a méret, a konkrét kontextus nem definiálódik, nem dönthetô el,
mikrokozmoszt vagy makrokozmoszt látunk; s emellett a spontaneitás, a kéz-
mozdulat megismételhetetlen gesztusa, amely ugyanazt a formát minden alka-
lommal másképpen hozza létre. Mindkét gondolat filozofikus, ám Bullás – mint
mondja – nem metafizikus értelemben, sokkal inkább a festôi látásmód
oldaláról közelít hozzájuk. Az ismétlôdô, szabálytalanul szabályos formák ter-
mészeti analógiák (kristály, hullám) is egyben, bár Bullás ezeket inkább
közvetett inspirációnak vallja.

Bullás József, Konvergencia (1995), 
vegyes technika, vászon

Bullás József, Alkonyi hurok (1994), 
olaj, vászon

Bullás József, Agy-kapu (1995), vegyes technika, papír

Bullás József, Kristály gesztus (2001), 
olaj, vászon
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Az Európai Biotechnológiai Szövetség regionális 
irodája Szegeden

A kutató, felsôoktatási és laikus érdeklôdô közvéle-
mény egyaránt fokozódó figyelemmel fordul a
század vezetô tudományága, a biotechnológia felé.
Rendkívül fontos tehát, hogy szakmailag korrekt és
alapos információ álljon rendelkezésére minden-
kinek, aki az ezzel kapcsolatos kérdésekre választ
vár, elkerülve a szenzációhajhász és felesleges
pánikkeltés veszélyeit éppúgy, mint a túlzott elvá-
rásokat. A szakmai közösség tevékenységének
koordinálására 25 éve alakult meg az Európai Bio-
technológiai Szövetség (EBSz). Az utóbbi két évben
az EBSz, amely nonprofit szervezet, megújult és
jelentôsen átszervezôdött, hogy a kor kihívásainak
jobban megfeleljen. A legújabb szervezeti kezdemé-
nyezés az ún. Regionális Irodák létrehozása. A
Regionális Irodák Európa minden régióját közvet-
lenül hivatottak elérni, az általános koordinációs
feladatokon túl a helyi szakmai problémákra, tudo-
mányos kihívásokra és a közvélemény kérdéseire
igyekeznek választ nyújtani.

Az elmúlt két év során az EBSz figyelemre méltó
átalakuláson ment keresztül. A megújulás Prof.
Børge Diderichsen (Novo Nordisk, Dánia), az EBSz
elnökének nevéhez fûzôdik. Az átszervezéssel si-
került megújítani az EBSz szervezetét, amely így
hatékonyabban tud megfelelni a gyorsuló fejlôdés
kihívásainak. Nem elhanyagolható az sem, hogy a
megújulás idôszakában az egyéni tagok száma
82%-kal nôtt (2002 nyarán 1655 tag volt, ez 2003

nyarára 3090-re emelkedett), és örvendetesen nôtt a
szervezeti/vállalati részvétel is (139-rôl 179-re).

Az EBSz sikeres számbeli fejlôdése és az ezzel
együtt járó szakmai súlya egyre több és szerte-
ágazóbb feladatot rótt az EBSz operatív bonyolító
és szervezô irodájára (DECHEMA, Frankfurt,
Németország). A méretnövekedésbôl származó
hátrányok csökkentésére az EBSz Végrehajtó
Bizottsága a tevékenység diverzifikálását határozta
el, és pályázatot írt ki Regionális Irodák mûködte-
tésére. Az EBSz Regionális Irodák természetesen
szintén nonprofit egységek, mûködésük feltételeit
helyi, illetve regionális támogatásokból, kormány-
zati vagy kamarai forrásokból kell(ene) biztosítani.

Szegeden közismerten kiemelkedô az élettudomá-
nyok területén tevékenykedô, magasan kvalifikált
szakemberek aránya, több mint 1000 fô kutat és
oktat a régióban, akik zöme a Szegedi Tudomány-
egyetemen, az MTA Szegedi Biológiai Központ-
jában, a Gabonakutató Intézet Kht. intézményében,
a Bay Zoltán Alapítvány Biotechnológiai Intézeté-
ben és néhány biotechnológiai vállalkozás kereté-
ben dolgozik. Szeged régóta nemzetközileg ismert
és jegyzett tudományos központ az orvosi, élelmi-
szer- és környezettudományok területén. A szegedi
régióban korábban izoláltan tevékenykedô intéz-
mények az idei évben „Biopolisz-Szeged” néven
együttmûködési megállapodást dolgoztak ki,
amelynek célja egységes fellépés a biotechnológai
ipar kifejlesztése érdekében. Annak ellenére, hogy
minden más szempont alapján a térség Európa és
Magyarország egyik elmaradott és csak elképesz-
tôen drágán vagy kalandosan megközelíthetô
vidékei közé tartozik, a dél-alföldi terület mind

P
U

B
LI

C
IS

Z
T
IK

A

Az Európai Biotechnológiai Szövetség (EBSz) pavilonja a 11.
Európai Biotechnológiai Kongresszuson (ECB11).



98

AZ EURÓPAI BIOTECHNOLÓGIAI SZÖVETSÉG REGIONÁLIS IRODÁJA SZEGEDEN

országosan, mind a közép-európai régióban egye-
dülálló szellemi kapacitásokkal rendelkezik az élet-
tudományi kutatásban és oktatásban. Évente 450
élettudományi diploma és 60 PhD-fokozat kiadásá-
ra kerül sor. A régió fejlesztési terveiben kiemelt
jelentôségû cél a csúcstechnológiára alapozott bio-
ipar létrehozása a meglévô élettudományi K+F
infrastruktúra és források kihasználásával és fej-
lesztésével, amely versenyképességet biztosít majd
az EU-csatlakozás kapcsán kialakuló új gazdasági
feltételrendszerben.

A szegedi természettudományos kutatóközösség
tagjai számára a nemzetközi együttmûködés nem
újdonság. A régió fizikai elzártsága ellenére sok
két- és többoldalú nemzetközi együttmûködést
alakítottak ki és ápolnak, többek között az Európai
Unió COST, EUREKA, SOCRATES, ESF, EMBO,
NATO kezdeményezéseinek keretében. Az MTA
SzBK-ban több mint 25 éve mûködik sikeresen az
International Training Course, ami a fejlôdô országok
fiatal tehetségei számára nyújt gyakorlati kutatási
továbbképzést a modern molekuláris biológia szá-
mos területén. Itt mûködik az UNESCO Környezeti
Biológiai (virtuális) Tanszéke. Szegedet a PHARE
Régiófejlesztési Program a biotechnológiai fejlesz-
tések kiemelt térségének ismerte el, és az MTA
SzBK elnyerte az EU 5. KTF Program keretében az
„EU Kiválósági Központja” megtisztelô címet.

A Magyar Biokémiai Egyesület, melynek elnöke
Friedrich Péter akadémikus, az EBSz alapító tagja.
Az EBSz szervezetével a kapcsolatot a Biotechno-
lógiai Szakosztályon keresztül tartja. A szakosztály
elnöke Prof. Kovács Kornél, akinek a csoportja a
Szegedi Tudományegyetem Biotechnológiai Tan-
székén és az MTA Szegedi Biológiai Központban
dolgozik.

Mindezeket figyelembe véve és mérlegelve az EBSz
Végrehajtó Bizottsága az egyik Regionális Iroda
mûködtetési jogát Szegednek adta. Magyarorszá-
gon kívül ez az iroda szolgálja ki Ausztria, Szlové-
nia és a Balkán országait. A szegedin kívül még
nyolc regionális iroda alakult, többé-kevésbé le-
fedve Európa területét. A Regionális Irodák egy-
mással is szoros együttmûködésben oldják meg az
általános feladatokat. Az általános tennivalókon
túlmenôen mindegyik Regionális Iroda választhat
néhány EBSz-szekciót, amelynek szakmai munká-
jában kiemelt intenzitással vesz részt.

A Regionális Irodák általános feladatai:

ü Képviselet a kormányzati és helyi közigazga-
tási szervek felé.

ü Regionális és nemzetközi projektek regionális
végrehajtásának koordinálása.

ü Pályázatok koordinálása európai szinten.

ü Kapcsolattartás a minisztériumok, egyetemek,
média és társadalmi szervezetek között.

ü Regionális találkozók, konferenciák, kiállítások
szervezése.

ü Az EBSz-szekciók és -célcsoportok regionális
tevékenységének támogatása.

ü Egyéni és intézményi tagtoborzás a régióban.

ü Információ terjesztése az EBSz szervezetérôl és
rendezvényeirôl.

ü Az EBSz és érdekeinek képviselete regionális
fórumokon, rendezvényeken.

ü A biotechnológiában érdekelt szervezetek regi-
onális adatbázisának összeállítása és kezelése.

ü Tájékoztatás a különféle EU- és más támogatási
lehetôségekrôl.

ü Az EBSz megjelenítése és képviselete a helyi,
illetve regionális médiában.

ü A közvélemény tájékoztatása és nyilvános vi-
tákban való részvétel, illetve az EBSz álláspont-
jának képviselete.

ü A regionális partnerek és az EBSz központi
irodák és fórumok közötti kapcsolat és infor-
mációáramlás megteremtése.

A szegedi Regionális Iroda által lefedett, nagyobb
régió igényeit és szakmai felkészültségét figyelem-
be véve irodánk az EBSz Környezetvédelmi Bio-
technológia, valamint a Biodiverzitás Szekciókban
vállalt extra feladatokat, és aktívan dolgozik az
innovációval foglalkozó munkacsoportban. A Kör-
nyezetvédelmi Biotechnológia Szekció vezetôje Dr.
Thomas W. Egli (Swiss Federal Institute for Water
Resources & Water Pollution Control, Svájc); a
Biodiverzitás Szekció munkáját Prof. Dr. Klaus
Ammann (Director, Botanical Garden, University
of Bern, Switzerland) irányítja.

A kiemelt figyelemmel kísért EBSz-szekciók be-
vonásával a szakterületen rendezvények, kiállítá-
sok, konferenciák és kerekasztal-beszélgetések
szervezését vállaljuk. Természetesen emellett az
EBSz egyéb szakterületeken kifejtett aktivitását is
támogatjuk a helyi adottságok és lehetôségek fel-
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tárásával, rendezvényszervezési és logisztikai kér-
dések megoldásával. Az innovációval foglalkozó
munkacsoport munkája például az egész EBSz
tevékenységi területét átöleli. Hazánkban is óriási
szükség van a kutatási eredmények innovatív fej-
lesztésére, az üzleti élet szereplôinek bevonására,
technológiaátadási aktivitás erôsítésére. Ennek a
munkacsoportnak Charles F. A Bryce professzor a
vezetôje (Napier University, Edinburgh, UK).

A szegedi Regionális Iroda megalakulása után
azonnal bekapcsolódott az EBSz egyik kiemelt
programjába, amelynek magyarra fordított címe
valahogyan így hangzik: az európai biotechnológia
hozzájárulása az élettudományok globális fejlôdé-
séhez (European Action on Global Life Sciences,
EAGLES). Közismert, bár nem mindenütt kellôkép-
pen felismert tény, hogy az emberiség elôtt álló, az
emberi kultúra fennmaradását veszélyeztetô leg-
fontosabb kihívások a betegségek terjedésébôl, a
tömeges éhezésbôl és a környezet embertelen rom-
bolásából fakadó bajok. A világ különbözô részein
ezek a problémák emberek millióinak okoznak
szenvedést és idô elôtti halált, az emberiség fej-
lôdése szempontjából meghatározó fontosságú
genetikai ártalmakat. Az egészségügy, táplálkozás
és környezet problémái összefonódnak, kölcsön-
hatásuk nyilvánvaló, amint egyértelmû az élet-
tudományok szerepe és felelôssége is a bajok or-
voslásában. Sokan gondoljuk azt, hogy az európai
tudomány és ezen belül az élettudományok kutatói
a jelenlegi hozzájárulásnál jóval többet tehetnének
a globális nehézségek leküzdéséért. Általában a
segítô szándékban sincs hiány, inkább az a kérdés,
hogyan tudnának minél hatékonyabban segíteni
azok, akik vállalkoznak erre. Az EBSz égisze alatt
formálódó EAGLES konzorcium új megközelítés-
bôl igyekszik a feladatokat pontosítani. Az elkép-
zelés lényege az, hogy elsôsorban a fejlôdô orszá-
gok pártatlan és kellô áttekintéssel rendelkezô,
vezetô tudósai tudják egyértelmûen megfogalmaz-
ni és rangsorolni az igényeket és tennivalókat.
Rájuk kell tehát támaszkodnunk, ôket kell bevonni
az aktív munkába. A projekt koordinátora David
McConnell professzor (Trinity College, Dublin,
Írország).

Egy szintén új és szintén globális kitekintést
igénylô program az Európa és Kína közötti kapcso-
latokat a biotechnológia területén erôsíteni szándé-
kozó „European Focus on Biotechnology in China”

(EFBIC). A projekt az EBSz és a CNCBD (Chinese
National Center for Biotechnology Development)
közötti együttmûködési megállapodáson nyug-
szik. Célja a kutatók és magas rangú döntéshozók
stratégiai és folyamatos együttmûködésének kiala-
kítása, közös kutatási területek azonosítása és
támogatása a biotechnológia és általában az élet-
tudományok területén. Az EFBIC program az EU
és Kína közötti tudományos és technológiai együtt-
mûködési megállapodás biotechnológiai fejezetre
vonatkozó megvalósítása, amit az EBSz Nemzet-
közi Kapcsolatok munkacsoportja koordinál Brian
F. C. Clark (University of Aarhus, Dánia) és David
Bennett (Cambridge Biomedical Consultants, Delft,
Hollandia) professzorok vezetésével. A program
2002 és 2005 között az alábbi feladatokat kívánja
elvégezni:

ü Közös tudományos és szervezeti felügyelô
testületet hoz létre és mûködtet az EFBIC-pro-
jekt számára.

ü Legalább hat közös szakmai mûhely (workshop)
jellegû konferenciát szervez.

ü Kutatók, ipari szakemberek és döntéshozók
cseréjét valósítja meg, ösztöndíjakat szerez.

ü Kiadványokat szerkeszt a közös kutatási, fej-
lesztési és gyártási lehetôségekrôl, megvalósu-
ló közös munkákat, sikertörténeteket mutat be.

ü EFBIC-adatbázist és interaktív internetes oldalt
hoz létre.

ü Elôsegíti a kínai partnerek részvételét az EU
FP6 kutatási projektekben.

Az EBSz szegedi Regionális Irodája 2003 májusá-
ban kezdett el mûködni. Az eltelt rövid idôszak
alatt fô tevékenységünk egy EU FP6 pályázatban
való részvétel volt. A pályázat, amely az EBSz
Innováció Munkacsoport szervezésében készült,
többek között az Iroda mûködésének anyagi és
szervezeti feltételeit kívánja biztosítani azzal, hogy
egy konzorcium keretében az európai biotechnoló-
gia versenyképességét erôsíti, új fórumokat hoz
létre az élvonalbeli fejlesztések koordinálására és a
közös fejlôdést hátráltató tényezôk felszámolására.
A konzorcium feladata továbbá a gazdasági és
technológiai ismeretek terjesztése, versenyképes
kutatási és innovációs stratégiák kidolgozása.
Mindezeket a célokat a következô lépéseken ke-
resztül kívánjuk megvalósítani: (i) Olyan módsze-
rek elterjesztése és támogatása, amelyek elôsegítik
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a technológiaátadás, a vállalkozói szellem, az inno-
vációs szemlélet, a stratégiai irányítás, szabadalmi
kérdések, a közvélemény formálása és etikai kérdé-
sek áttekintése az élettudományok és biotechnoló-
gia területén. (ii) Sikeres gyakorlati példák felku-
tatása és bemutatása. (iii) Szakmai, technológiai és
gazdasági ismereteket nyújtó intenzív tanfolyamok
szervezése. (iv) A biotechnológiai kis- és középvál-
lalkozásokban és a kutatóintézményekben dolgozó
kutató-fejlesztô szakemberek és hallgatók cseréjé-
nek elôsegítése.

A szegedi Regionális Iroda aktívan részt vett egy,
az EBSz hivatalos állásfoglalását tükrözô nyilatko-
zat kidolgozásában, amelyet az EU FP6 program
felsô vezetésének felkérésére fogalmaztunk meg a
környezettudományok európai szerepérôl és an-
nak az EU FP6 prioritásokban való megjelenésérôl.
Felhívtuk az EU kutatás-fejlesztési prioritásait
meghatározó döntéshozók figyelmét arra, hogy az
emberiség fejlôdésére leselkedô egyik legnagyobb
veszedelem a már meglévô és folyamatosan gyara-
podó környezeti szennyezôdés, amely kikerülhe-
tetlenül támadja az emberi szervezetet. Egyértelmû
az összefüggés bármely emberi populáció egészsé-
gi állapota és környezete szennyezettsége között,
amellett, hogy közismert módon bizonyos szeny-
nyezôdések konkrét okai bizonyos betegségcsopor-
toknak. Következésképpen az európai és globális
kutatási prioritásoknak egyensúlyt kell találni a
betegségközpontú (terápiás célú) és környezetköz-
pontú (megelôzô célú) kutatások támogatása kö-
zött. A nemzeti és globális döntéshozó szervezetek
közkedvelt jelszava, a fenntartható fejlôdés, nem
valósítható meg a környezet tisztítása és megóvása
nélkül. A környezetvédelmi biotechnológia az el-
múlt két évtizedben óriási fejlôdésen ment keresz-
tül az élettudományok többségével párhuzamosan.
Jelentôs kutatási eredményeket értünk el a biore-
mediáció és biodegradáció területén. Számos eset-
ben a gyakorlatban is bebizonyosodott, hogy ezek

a technológiák képesek a szennyezôdések bizton-
ságos és teljes felszámolására. Különösen eredmé-
nyes a biotechnológiai megoldás, ha a spontán le-
bomlás valószínûtlen és/vagy a szennyezés ala-
csony, de toxikológiailag veszélyes koncentráció-
ban fordul elô. A további fejlôdés biztosítása érde-
kében sokkal kiterjedtebb ismeretanyagot, adat-
bázisokat kell létrehozni, amelyek a környezet-
védelem számára hasznos mikroorganizmusok tel-
jes körét vizsgálják és hasznosítják. Hasonlóképpen
nagy igény van olyan diagnosztikus módszerekre,
amelyek a biochip technológia segítségével a kör-
nyezet gyors, pontos és hatékony monitorozását
végzik, valamint a biotechnológiai úton elôállítha-
tó, megújuló és tiszta energiaforrások fokozott be-
vezetésére a mindennapi gyakorlatba. Az EU FP6
deklarált prioritásai (és még inkább a megvalósuló
döntéshozási gyakorlat) jórészt megfeledkeznek
errôl a területrôl, ami a korábbi eredmények elévü-
léséhez, az ezen a területen kivívott európai vezetô
szerep elvesztéséhez és a fenntartható fejlôdés telje-
síthetetlenségéhez vezet. Az Európai Biotechnoló-
giai Szövetségrôl a http://www.efbweb.org honlapon
lehet további információt találni, az MTA SzBK,
SzTE Biotechnológiai Tanszék és Biopolisz-Szeged
témákról részletek a http://www.szbk.u-szeged.hu
honlapon érhetôk el.

Kovács Kornél

Minden kedves olvasónak

Boldog Karácsonyt 

és eredményekben gazdag új esztendôt kíván a

MBKE Intézô Bizottsága.
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ÁLLÁSPÁLYÁZAT

Membránokból induló jelátviteli folyamatok 

tanulmányozására posztdoktoráns molekuláris biológus
kutatót keresünk a Szegedi Biológiai Központba, 

kiemelt fizetéssel.

Önéletrajzot és cikklistát a 

bktitk@nucleus.szbk.u-szeged.hu e-mail címre, 

vagy postai úton az MTA Szegedi Biológiai Központ,

Biokémiai Intézet Titkársága, 

6701 Szeged, Pf. 521 címre kérjük eljuttatni. 

A borítékra kérjük ráírni: „Álláspályázat”.






