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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.

A metanogén Pichia pastoris fajon alapul6 expresz-
szi6s rendszert elterjedten alkalmazzéak vilagszerte,
mind laboratériumi, mind ipari 1éptékben [1,2]. A
rendszer alapjat az éleszt$ alkohol-oxidaz promo-
terei jelentik, melyek erds kifejez6déstiek, metanol-
lal indukalhaték és katabolitrepresszié alatt allnak
(glicerin, gliikéz) [3]. A termékképzési szakaszban
szintetikus tdpoldatot hasznélva a metanol szolgél
egyediili szén- és energiaforrasként, valamint az
felelSs a heterolog fehérje képz&désének indukala-
saért is, ezért a metanolkoncentracié6 megfelel$
értéken torténd szabalyzasa a rekombindns termék
képzésének alapfeltétele [4]. A termékképzéshez
hasznalt metanolkoncentracié optimuma tdbb
hatés egylittes eredménye: a prométerindukcio, az
enzim-szubsztrat kolcsonhatas, valamint a metanol
oxidacidja sordn képz&dd hidrogén-peroxid, formal-
dehid és hangyasav akkumulédcié miatti toxicitasa
Osszetett rendszert hoznak létre. A kisérletes vizs-

74

galatok a kivanatos metanolkoncentraciét a ter-
mékképzési szakasz soran 0,5-1 g/1 értékben hata-
roztadk meg [5]. A metanolkoncentréci6 tartasara a
szakirodalom harom lehetséges médszert sorol fel:
az el6re meghatarozott program szerinti metanol-
adagolast, a metanolnak a kimend géz elemzésével
torténd direkt mérésén vagy szubmerz detektorok-
kal tortén6 meghatarozasan alapuld, illetve az
oldott oxigén koncentracidjanak csokkentésével
(koncentracideséssel) torténd szubsztratadagolasi
szabélyzést [6-8]. Annak ellenére, hogy ez ut6bbi
modszer elfogadottsdga altaldnosnak ttinik, alkal-
mazasara csak egy példa ismert [9].

Az oldottoxigén-koncentraciéesési modszer egyér-
telmd kapcsolatot feltételez a metanolkoncentraci6
és az oldott oxigén koncentraci6esésének (mely a
szakaszosan adagolt metanol hataséra kovetkezik
be) mértéke kozott. Mivel a metanol felhasznélasa
oxigénfogyasztassal jar, a fajlagos szubsztratfo-
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gyasztasi sebesség megvaltozasa allando leveg6z-
tetés mellett az oldott oxigén koncentraciévaltoza-
sat vonja maga utan. Altalanosan elfogadott hipo-
tézis szerint az oldott oxigén koncentracidjelének
valtozasa folhasznalhaté a metanolkoncentracié
becslésére, és igy a szubsztratadagolds szabalyza-
séra. Vizsgélataink célja annak modell alapt és ki-
sérletes felmérése volt, hogy az oldottoxigén-kon-
centraciéesési modszer valoban felhasznalhaté-e a
metanoladagolas szabalyzéasara.

Elséként Zhang és mtsai, a metanol altal kifejtett
nem verseng® gatlason alapuld, kisérleti adatokkal
alatdmasztott modelljét egészitettikk ki egy, az
oldott oxigén koncentraciévaltozasat leir6 differen-
cidlegyenlettel (1. és II. tablizatok) [10]. Az egyenlet-
ben az ,a” paraméter segitségével az oxigénfo-
gyasztast a metanolfogyasztasi sebességhez kap-
csoltuk. A ,a” paraméter az egy mol metanol elfo-
gyasztasakor felhasznalt oxigén molaris mennyi-
ségét jelzi. A paraméter értéke a hidrogén-peroxid-
bél katalaz hatdsara felszabadulé oxigén felhasz-
nalasa nélkiil a metabolikus egyenlet szerint maxi-
mum 2 lehet, ha a teljes felhasznalt metanol kiza-
rélag energiaképzdédésre forditédik. Ha viszont a
hidrogén-peroxidbdl felszabadulé oxigén teljes 1j-

rahasznosulasat feltételezziik, az ,,a” paraméter ér-
téke 1,5. Amennyiben figyelembe vessziik, hogy
optimdlis fermentaciés koriilmények kozott a
metanolb6l képz8dés formaldehid maximum 20%-a
a xilul6z-5-foszfat ttjan beépiil az 4j sejttémegbe és
a képz6dd termékbe, ,a” paraméter minimadlis
értéke 1,2 lehet. Az egyenletben a mésik két para-
méter koziil a folyadékoldali anyagétadasi egytitt-
haté (Kpa) lehetséges értékeit az tn. dinamikus
modszerrel [11] hatdroztuk meg, mig az oldott-
oxigén-koncentracio6 telitési értékét adatbazis alap-
jan becstiltiik [12].

1,5 literes hasznos térfogatd Biostat M fermentor-
ban (B. Braun) a P. pastoris B-gal Mut* torzsével
inditottunk fermentacidkat [3]. A glicerinen torténd
sejttomegképzd szakasz, majd egy adaptacios peri-
6dus utan a kivant metanolkoncentraciét — beépi-
tett (on-line) metanolszenzor segitségével — 24 éran
keresztiil alland6 szinten tartottuk. A tartasi sza-
kasz az alkohol-oxidaz rendszer teljes, a beéllitott
metanolkoncentraciéra jellemz& indukalaséra szol-
galt. A fermentlevet végiil aszeptikusan 3 x 0,5
literes térfogatban Biostat Q fermentorokba (B.
Braun) osztottuk szét. Az oxigénelektrdd jelstabi-
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lizdloddsa utdan a harom fermentorba eltér$

Kupcsulik Balint 1999-ben végzett a Budapesti Miszaki Egyetem Vegyészmérnoki Karan mint bio-
mérndk, ipari biotechnolégia szakiranyon. 1997 /98-ban a University of Georgia egyetemen genetika sza-
kon toltott harom trimesztert a Georgia Rotary Student Program 6sztondijaval. 1999-ben harom hénapot
a dél-afrikai University of Stellenbosch Mikrobioldgiai Tanszékén toltott a STINT program keretében.
2000-t6] a Budapesti Mtiszaki és Gazdasdgtudoményi Egyetem Mez8gazdasagi Kémiai Technol6gia
Tanszékén doktordns. 2003-t6l tanszéki mérnok. Fébb kutatasi teriiletei: fermentaciés kinetikai vizs-
galatok rekombindns Pichia pastoris-, Aspergillus terreus-, Acetobacter- és Enterobacter-térzsekkel.

Bécsi Janos biomérnok-hallgaté a Budapesti Miiszaki Egyetem Vegyészmérnoki Karan. Munkaja a
,Rekombinans Pichia pastoris fermentacidja” projektben a kinetikai modellezésre, fermentécids opti-
malizélasra, valamint a biolégiai alapti termékképzési (upstream) és -tisztitasi (downstream) miiveletekre
terjed ki.

Parta Laszl6 biomérnok-hallgaté a Budapesti Miiszaki Egyetem Vegyészmérnoki
Karan. Munkéja a ,Rekombinans Pichia pastoris fermentaciéja” projektben a kinetikai

modellezésre, fermentaciés optimalizélasra, valamint az 1,3-propandiol-oxidoreduk-
tdz enzimmel kapcsolatos, biolégiai alapti terméktisztitasi (downstream) miiveletekre terjed ki.

Sevella Béla vegyészmérnok, 1970 6ta a BME Mez&gazdasagi Kémiai Technoldgia

Tanszék oktatdja, a tudomany kandidatusa, 1993 6ta habilitélt professzor és a tanszék,
azon beliil a fermentaciés kutatécsoport vezetSje. F6bb kutatasi teriiletei: fermentacios
technolégidk fejlesztése, optimaldsa, fermentaciés rendszerek kinetikai, anyagatadasi folyamatainak
vizsgélata. Az altala vezetett iskolabol gradualis vegyészmérnokok és biomérnokok szazai kertiltek ki,
tobb egyetemi doktori és kandidatusi disszertacié késziilt iranyitasa alatt, és jelenleg is tobb PhD-hall-
gatd témavezetdje.
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I. tiblazat Az illesztett dinamikus modell

Fajlagos novekedési sebesség Uy M
p= 2
M
K¢+M+ /K,
. dx
Mérlegegyenlet a nedvesanyag- — =p-x
tartalomra dt
Fajlagos metanolfelhasznalasi Vy = L -p+m
sebesség Yo
dM) v dx
A metanolfogyasztas sebessége dr ), M
Anyagmeérleg-egyenlet metanolra am dx
. —=F-v,- —+M,
(az adagolt metanol térfogata dt Mo addition
elhanyagolhato)
dM
Metanolbetaplalas F= (IJ ha t < tugiion s
F=0 ha t 2 tgiion
Anyagmérleg-egyenlet E =K,a-(05-0)-15- [dﬂj . y
oldott oxigénre dt dt ), 32

IL. tablazat Az illesztett modell paraméterei (x, Kja, O és a illesztett és
mért értéke, a tobbi paraméter Zhang szerint [10])

u Fajlagos ndvekedési sebesség [h-1]

M Maximalis fajlagos névekedési sebesség [h-1] 0,146
M Metanolkoncentracio [g/l]

Ks Az unkompetitiv novekedési modell paramétere [g/I] 1,5
K; Az unkompetitiv novekedési modell paramétere [g/I] 8,86
Vm Fajlagos metanolfelhasznalasi sebesség [g/g/h]

Ym Metanolra vonatkoztatott hozam [g/g] 1,19
m Fenntartasi koefficiens [g/g/h] 0,071
X Nedvesanyag-tartalom [g] 33,3
t 1d6 [h]

F Metanolbetaplalas [g/h]

Magded | Metanolkoncentréacio-ugras [g/l] 0,731
taqdition | Koncentracidugras ideje [h]

(0} Oxigénkoncentracié [g/l]

K. a Folyadékoldali oxigénéatadasi sebességi egyiitthaté [h-1] 9,92
Og Telitési oxigénkoncentracio [g/l] 0,012
a Felhasznalt oxigén/metanol mélarany [mol/mol] 1,21
32/32 Az oxigén és a metanol molekulatomegének aranya 1,00

mennyiségl metanolt fecskendeztiink. A kozponti adatgydijtd
programmal (MFCS II.) rogzitett oldottoxigén-koncentracié
jeleit utélagosan értékeltiik. A kinetikai paraméterek illesztésé-
hez Madonna, a statisztikai értékeléshez Statistica for
Windows programot hasznaltunk.

A kinetikai modell illesztése a kisérleti adatokhoz, amelynek
sordn az ,a” paraméter mellett a folyadékoldali anyagatadasi
egytitthato és a telitési oldottoxigén-koncentraci6 értékét val-
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toztattuk, nem adott kielégité eredményt.
Ennek oka valamely olyan hatds, amit a
modell nem ir le: vélhetSen a metanolteli-
tésnek az oldott oxigén koncentracidjara
gyakorolt hatasa, illetve a fajlagos meta-
nolfogyasztasi sebességnek Zhang modell-
jénél radikalisabb — a metanolkoncentréacio
valtozasa okozta — novekedése. Az illesz-
tési eredmények az ,a” paraméter ala-
csony (1,2-1,5) értékét sugalltdk, azaz a
hidrogén-peroxidbdl felszabadulé oxigén
tjrahasznosulasat feltételezik. A mérési
adatokat statisztikai moddszerekkel vizs-
galva kideriilt, hogy a sejtkoncentraci6-
nak, a beadagolt metanol mennyiségének
és a metanolkoncentrdciénak az oldott
oxigén koncentraciéesésének mértékére
gyakorolt hatdsa nem vélaszthaté szét,
tehat statisztikai modell sem allithat6 fel
az oldottoxigén-koncentraci6 esésével tor-
ténd szabalyozasra. Megallapithat6 tehat,
hogy eredményeink nem igazoljdk azt az
altalanosan elfogadott nézetet, mely sze-
rint a rekombinans Pichia pastoris Mut* faj-
jal végzett fermenticié esetén az oldott
oxigén koncentracidesési modszere alkal-
mas a szubszratbetaplalds szabédlyozasara.
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Osszefoglalas

A 35 aminosavbdl felépiil§ SGCI (Schistocerca gre-
garia kimotripszin inhibitor) szerin-protedz-inhibitor
miikddésével kapcsolatos szerkezeti feltételek
megismerése céljabol konvergens szintézissel elGal-
litottunk harom, tervszertien egyszertsitett szerke-
zetli (17, illetve 24 aminosavbdl 4ll6) modellpep-
tidet, majd Osszehasonlité biolégiai, NMR-spekt-
roszkopiai és molekuladinamikai (MD) vizsgéla-
tokat végeztiink a konstitacid, a térszerkezet és a
biolégiai hatas 0Osszefiiggéseinek felderitésére.
Kedvezébb modellek kialakitdsa érdekében sor
keriilt tovabbi harom, a szamitégépen némileg
moédositott modellpeptid MD szimulacidjara is. Az
eredmények arra utalnak, hogy szoros 6sszefiiggés
all fenn az inhibitorsajatsag és a kot6zseb, illetve az
aktiv centrum konformacidjanak merevsége kozott,
amit egy stabilizalé régio biztosit. Ab initio kvan-
tumkémiai szadmitdsokkal bizonyithat6, hogy az
inhibitormolekuldk kimotripszin 4&ltal kivéltott
hasitasat a tetraéderes intermedier kialakuldsanak
magas energiagatja akaddlyozza az enzimhez tar-
toz6 szerin-oxigénatom aktiv centrumra val6 tdma-
dédsa sordn, ami az inhibitor aktiv centrumdénak
konformaciés merevségével all osszefiiggésben.
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Summary

Three model peptides of different sizes (1724
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 teriilete az en-
zimek miikdodésének megismerése, ideértve az en-
zimmiikodés gatlasat és aktivalasat is. Ezzel 6ssze-
fiiggésben a peptidkémia egyik legdinamikusab-
ban fejl6d6 aga a bioldgiailag aktiv peptidek izola-
lasa, szintézise és szerkezet-hatds Osszefliggései-
nek felderitése. Manapsag a szamitogépek teljesit-
ménye mar megengedi, hogy komplex biologiai
rendszerek miikodését ezek egyszertisitett modell-
jein tanulmanyozzuk és értelmezziik, bar attél még
tavol vagyunk, hogy a logikusan tervezett kisér-
leteket és a modellvegyiiletek szintézisét mell6zni
tudjuk. A tudomédny e harom részteriiletének
Osszekapcsoldsa ttjan, egy kimotripszininhibitor
modellezését és a modellek vizsgélatat tlizte ki
célul az ELTE Szerves Kémiai Tanszéke és az ott
miikdd6 MTA Peptidkémiai Kutatécsoport munka-
tarsai. A modellezés targyaul vélasztott peptidin-
hibitor a sivatagi saskabdl (Schistocerca gregaria)
szdrmazo, viszonylag kis molekuldji (mindéssze
35 aminosavbdl felépiil6 ugyanakkor rendkiviil
hatékony (inhibiciés alland6 K; = 6 x 10-12) kimo-
tripszininhibitor (SGCI) [1]. A molekula haromdi-
menziés (3D) térszerkezetének kozépss részén
talalhato, feltehetSen kulcsszerepet jatsz6 harom
antiparallel (-redének (1. dbra) koszonhetSen a
szerkezet kompakt, és varhatéan szinte barmilyen
kornyezetben stabil marad [2].

Az SGCI a kanonikus inhibitorok csaladjaba tar-

tozik: a peptid aktiv centrumat alkoté aminosavak
minGsége és sorrendje — azaz a P1-P1” pozicié

(Leu30-Lys3l), amely része az un. kitéhuroknak —
tokéletesen megegyezik egy kozonséges kimotrip-
szinszubsztrat P1-P1” pozici6javal. Amig szubsz-
tratjagt a kimotripszin pillanatok alatt elhasitja,
addig az inhibitor tébbnyire csak napok alatt hasad
el. A kanonikus inhibitor hatasvizsgalataban kuta-
tasi stratégidnk egyik oldalat az jelenti, hogy értel-
mezziik az inhibitormolekula kisérletileg meghata-
rozott 3D szerkezetét [2], tovabba mért és szamolt
dinamikajat. Masik aspektust jelent, hogy az inhi-
bitorként vagy szubsztratként szerepls peptid és az
enzim kozotti koélesonhatast prébaljuk bioldgiai
kisérleti modszerekkel vizsgélni, ideértve az inhibi-
ciés allandé meghatdrozasat [1]. Projektiink és az
arra épiilé doktori munka [3] egy harmadik oldal-
r6l kivanta megkozeliteni a problémat: kiindulva
az SGCI korabban megismert konstitiici¢jabol és
3D szerkezetébdl, kevesebb aminosavbél felépiils
modellpeptideket terveztiink és Aallitottunk el
szintetikus tton [4], és az SGCI molekuldhoz
hasonléan meghataroztuk térszerkezetiiket [5] és
bioldgiai aktivitdsukat [6,7], annak eldontésére,
hogy képesek-e imitalni az eredeti inhibitort. A ter-
vezés [4] sarkalatos pontja az volt, hogy az etalon-
nak tekintett SGCI szerkezetet oly moédon egy-
szer(sitsiik, hogy a kialakitand6 modell tartalmaz-
za az SGCI 0Osszes fontosnak tekintett szerkezeti
részletét. Ilyen feltétel mellett nyilvanvaléan meg
kellett tartanunk az enzim aktiv centrumdhoz kotédd
részt, azaz a P1-P1’ poziciét, valamint annak kémiai
kornyezetét, ideértve nemcsak a kotéhuroknak neve-

Mucsi Zoltan 1999-ben szerzett vegyész oklevelet az E6tvos Lorand Tudomanyegyetem vegyész szakan.
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1. abra Az SGCl-inhibitor aminosavszekvencidja, térszerkezetének vizlatos dbrdzoldsa és inhibicids hatékonysdiga (K;). A korrel az
1in. stabilizdld szakaszt, a nyilakkal annak hatdsdt jeloltiik a P1-P1” poziciora.

zett szakasz szekvencidlis azonossagat, hanem tér-
szerkezeti meghatarozottsagat is (1. dbra). A szerke-
zet alapjan a P1-P1’ pozicié kérnyezetében kijelol-
het§ egy olyan stabilizal6 szakasz, amely latszolag
nem vesz részt az enzimmel val6 kolcsonhatasban,
de meghatarozza az aktiv centrumhoz két6d6 rész-
let térszerkezetét.

A modellpeptidek

Az els6 modellpeptid tervezése sordn — megtartva
a fontosnak vélt szakaszokat — elhagytuk az SGCI
1-9 és 18-28 szakaszait. A Cys!” aminosavrészt egy
Glul7 résszel helyettesitettiik, és ezt amidkotéssel a
Thr?? részhez kapcsoltuk, amivel pétolni kivantuk
az SGCl ily médon elhagyott, Cysl? és Cys28 részek
kozotti diszulfidhidjat. Az SGCI-peptidben levd két
B-redét egy Gly-Gly hiddal kivantuk egyiitt tartani,
amely a Phel0 és Glul” részeket kototte ossze. E
modositasokat kovetSen modellpeptidiink egy
olyan tiztagu ciklopeptid és egy héttagi peptid-
oldalldanc kombinécidja lett, amelyben a két szerke-
zeti részletet egy diszulfidhid koti 6ssze (2. dbra).

A fentiek szerint tervezett 1 modellpeptidet szin-
tézissel elGallitottuk [4], &m a bioldgiai vizsgalatok
[6] alacsony inhibiciés hatést jeleztek (K; = 107%),
igy az 1 modellpeptid inkdbb szubsztratnak, sem-
mint inhibitornak tekinthet8. Raadasul kimutattuk,
hogy a peptid két helyen hasad: az egyik a mér
emlitett P1-P1” pozici6, mig a mésik a Phel0 és a
LysH kozotti kotés. A vératlan hasadas okét abban
véltiik megtaldlni, hogy a Phel0 az eredeti SGCI
molekulaban is megtaldlhaté ugyan, de el van rejt-
ve az enzim el8l. Egyszer(ibb szerkezeti modell-

peptidiink esetében viszont a Phel® szabadon 4ll,
és igy j6 szubsztratja a kimotripszinnek.

A tapasztalatokat felhaszndlva elSéllitottuk a
masodik modellpeptidet [4], amelyben a Phel0
helyére Thrl0 részletet épitettiink be (2. dbra). Az
igy szintetizalt molekula varatlan hasadast nem
mutatott, azonban a géatlé hatas elmaradésat jelzd
K; = 102 érték még az el6z6 modellpeptidénél is
kedvezétlenebb volt [6], vagyis az SGCI molekula
szerkezetének felére csokkentése tilsagosan radi-
kalis valtozast jelent, és a kezdeti feltevések ellené-
re sem biztositja a konformdaciénak az inhibitor-
hatashoz sziikséges merevségét. Ezt az elgondolast
az 1 és 2 modellpeptidek térszerkezetének NMR-
spektroszképiai vizsgalataval [5] kivantuk igazol-
ni, az SGCI-vel torténd osszehasonlitas alapjan. Az
oldatfazisban torténé NMR-vizsgalat elénye, hogy
a meghatarozott szerkezet nem egy statikus, merev
struktdra, mint amilyet a rontgendiffrakciés méd-
szer szolgaltat, hanem a viszonylag stabil kon-
formerek egy csoportja, amibdl indirekt médon az
oldatban megvalésulé konformaciévéltozasokra,
dinamikus mozgéasokra is koévetkeztethetiink, és
igy felismerhetjiik a molekula mozgékony és merev
részeit. Az NMR-vizsgalat soran a peptidrdl vizes
oldatban  tobbféle modszerrel kétdimenzids
spektrumokat vesziink fel. A COSY (Correlated
Spectroscopy — korrelalt spektroszképia) és TOCSY
(Totally Correlated Spectroscopy — teljesen korreldlt
spektroszképia) tipust spektrummal az amino-
savakat, illetve azok H-atomjait asszigndljuk, mig a
NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy —
nukledris Overhauser-effektus spektroszkoépia) tipu-
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2. abra A szintetizdlt 1-3 modellpeptidek szerkezete és inhibicids hatdsa (K;) és a tovdbbi, szamitogéppel tervezett 3a—3c modellpep-

tidek szerkezete.

st spektrummal a H-atomok kozotti tavolsagokat
tudjuk meghatarozni, azaz kényszerfeltételeket ka-
punk. Ezekkel a kényszerfeltételekkel molekula-
dinamikai (MD) szamolasokat végziink, amelyek
eredménye a peptid 3D szerkezete. Végiil a szerke-
zetet finomitjuk 1igy, hogy a rossz kényszerfelté-
teleket elvetjlik, illetve 1j kényszerfeltételeket
taldlunk. A vazolt médszer alkalmazasaval meg-
hatéroztuk az 1 és 2 modellpeptid 3D szerkezetét és
azt az SGCI alapszerkezetéhez hasonlitottuk (3.
dbra). A varakozasnak megfeleléen az 1 és 2 mo-
dellpeptid térszerkezete rendezetlennek bizonyult
az SGCI szerkezetéhez képest.

Egy harmadik, 24 aminosavbdl all6 modellpeptid-
ben [4] nagyobb darabot hagytunk meg az eredeti
SGCI-bdl, és a Thrl0 részt Ilel0 aminosavra cserél-
tiik, abban bizva, hogy itt jobban megérz&dik a Phe
apolaros kornyezete. A 3 modellpeptidben meg-
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talalhatok az SGCI ererdeti Cysl4-Cys33 és
Cysl7—Cys28 diszulfidhidjai, és a peptidoldallanc
Ala26 része amidkotéssel csatlakozik a ciklopep-
tidrészben levé Glul? y-aminocsoportjghoz (2.
dbra). E modellpeptid inhibiciés aktivitdsa mar K; =
2 x 107 [7], ami nemcsak szignifikans novekedést
jelent a korabbi modellekhez képest, hanem azt is,
hogy atléptiik azt a hatart, amely f6l6tt mar valé-
ban inhibitorhatdsrél beszélhetiink. (Itt jegyezziik
meg, hogy az SGCI peptiddel homolég, inhibi-
torként szamon tartott SGTI K; értéke hasonlo
nagysagrendd: 2,21 x 107 marha tripszinnel szem-
ben). Kétségtelen azonban, hogy a 3 modellpeptid
az SGCI molekulanal még mindig 6t nagysagrend-
del kevésbé hatékony. A 3 modellpeptid NMR-
modszerrel meghatarozott 3D szerkezete [5] a vara-
kozasnak megfelelSen jelentds javuldst mutatott a
merevség terén, igy ezzel a modellel mar kozelebb
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3. abra Az 1-3 modellpeptidek NMR-spektroszkdpiai titon
meghatdrozott térszerkezetének 0Osszehasonlitdsa az SGCI
térszerkezetével.

jutottunk az SGCI kedvez$ konformacidjahoz és
dinamikai tulajdonsagaihoz (3. dbra).

A projekt kivitelezésének leginkabb id&igényes
részét a harom modellpeptid szintézise jelentette,
amire hatékony, konvergens peptidszintézist dol-
goztunk ki [4]. A kiindulasi peptidfragmenseket o-
Klor-tritil-gyantan [8] szintetizaltuk Fmoc technika-
val, ortogonalis oldallancvédelem és HBTU kap-
csoloszer alkalmazaséval. A lehasitott, védett pep-
tidszarmazékokat oldatfazisban alakitottuk to-

vabb, majd tisztitottuk. A szilard fazison szinteti-
zalt ciklopeptid-prekurzort hig oldatban ciklizal-
tuk BOP reagens segitségével, majd a Glu oldallan-
canak y-aminocsoportjat — ahova az oldallancpep-
tidet kapcsolni kivantuk — TFA-hasitassal tettiik
szabadda. A szintén szildrd fazison szintetizalt
oldallancpeptid-prekurzort egy C-termindlison vé-
dett Gln résszel kapcsoltuk BOP reagens segit-
ségével, végiil az N-termindlis Boc védScsoportot
TFA reagenssel hasitottuk. Az oldallancon szabad
ciklopeptidet és az N-termindlison szabad oldal-
lancpeptidet ugyancsak BOP reagenssel kapcsol-
tuk, majd HF reagenssel az &sszes védScsoportot
lehasitottuk a Cys aminosavat védd acetamido-
metil védScsoport kivételével, és végiil kialakitot-
tuk a diszulfidhidakat. Az 1 és 2 modellpeptid
esetében ezt jodreagens felhasznaldsaval értiik el,
mig a 3 modellpeptidnél — a védScsoport eltavoli-
tdsa utan - a levegd oxigénje bizonyult alkalmas-
nak a diszulfidhid 1étesitésére. A szintézis talan leg-
nehezebb része éppen a diszulfidhidak kialakitdsa
volt. Mivel a 3 modellpeptid esetében nem szelek-
tiv médszer alkalmazasara keriilt sor, ezért elvileg
tobbféle, més-mas Cys-részeket 0sszekotd diszul-
fidhid is kialakulhatott. NMR-spektroszképiai dton
igazoltuk, hogy a diszulfidhidak az SGCI szerkeze-
tére is jellemz& modon jottek 1étre. A modellpepti-
dek szintézisének menetét vazlatosan a 4. dbra fog-
lalja 6ssze. A kozti és végtermékek vizsgalataban
analitikai modszerként a HPLC, MS, aminosav-ana-
lizis és NMR-spekroszképia keriilt felhasznaldsra.

Védett BOP TFA
aminosavak hzg s
mklopeptld- oldat 1 nap
prekurzor védett ciklo-  szabad oldallanci
peptid ciklopeptid
BOP HF-hasit
> —_—
4 6ra - 0°C
Védett DMF veédett Acm-védett
vede K —_— 0"\,—# modellpeptid modellpeptid
aminosava
3 TFA . /
oldallancpeptid- | — 0""- 0 - A o / A: 1, ecetsav-viz
prekurzor i B: O,
DMF  védett N-terminalison
Boe-Gln-OH -0 oldallancpeptid szabad oldallanc-
oc-Gln- — ;
peptid
H-GIn-OBzl
modellpeptid
1,2,3

4. abra A modellpeptidek szintézisének vizlata
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A biolégiai és sztereokémiai vizsgélatok azt mutat-
tadk, hogy a 3 modellpeptid térszerkezete és inhibi-
ci6s hatdsa mar 6sszemérhetS az SGCI peptidével,
igy els6sorban e két molekulat volt érdemes tovab-
bi Osszehasonlité vizsgalatoknak aldvetni, hogy
kozelebb juthassunk a hatékony gatlast kivalté
okok megismeréséhez. Mar az el6z6ek soran is fel-
vet6dott viszont, hogy az 1 és 2 modellpeptid ese-
tében a hatarozott szerkezet hidnya okozza, hogy a
gatlas elmarad. Ha e kisebb modellpeptidek NMR-
szerkezetét ravetitjiik az SGCI kétdimenzids vetii-
letére, akkor lathatjuk, hogy a ciklopeptidgytird
nagy részét kitevs régid, az un. stabilizalé szakasz
szerkezete szétesett és nem képes a megfelel§ téral-
lasban tartani az aktiv centrumot (5. dbra). A na-
gyobb molekuldji 3 modellpeptid esetében azon-
ban a ,javulds” egyértelmdien lathato, a stabilizal6
szakaszt mar az SGCI-hez hasonld, hatarozott
szerkezet jellemzi, és az aktiv centrumba kot6d6
peptidszakasz térbeli helyzete is kezd hasonléva
véalni. A modellek NMR-szerkezetei [5] azt sugall-
jak, hogy adott esetben ez a stabilizal6 szakasz ké-
pes biztositani a molekula szdmara az inhibicids
aktivitdshoz sziikséges konformacié kialakitasat és
fenntartasat, ideértve a hatasért felel6s P1-P1” pozi-
ciénak, tagabb értelemben a kotShuroknak meg-
felelS szerkezeti részletet is. Az eddigi eredmények
kozelebbrdl tehat arra utalnak, hogy a gétlds anndl
hatékonyabb, minél merevebb az inhibitor aktiv
centrumat magaban foglal6 kdtShurok. Ezt a kovet-
keztetést timasztja ald az 6sszehasonlitds is, amely-
ben a modellek biolégiai aktivitdsara vonatkozo
adatokat Osszevetjiik a modellekben 1évé kotShu-
rok mozgékonysaganak A egységben kifejezett
szorasi adataival, melyeket az NMR-spektrosz-
képia modszerével hataroztunk meg.

Molekuladinamikai szamitasok

Tovabbi szerkezeti informdciok szerzése érdekében
molekuladinamikai (MD) szamitasokat végeztiink
[3,9] az 1-3 modellpeptidekre és az SGCI mole-
kulara vonatkozéan, amivel meghataroztuk a mo-
lekuldkban a mozgékony és kevésbé mozgékony
régidkat. Az MD szimulaci6é alkalmazisa sordn a
molekuldkat vakuumban, tovabba a val6sagot job-
ban megkdzelité explicit viz oldészer jelenlétében
is vizsgédltuk. A szamitisok feldolgozasakor az
egyes atomok mozgésat felbontottuk egy gyors
(>1000 m/s) és egy — a mozgékonysagot masként
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5. dbra A modellpeptidek és az SGCI stabilizdlo szakaszinak
Osszehasonlitdsa NMR-szerkezetiik alapjin.

jellemz8 — lassabb (néhdny 10 m/s) mozgdsra.
Vizsgalt molekuldink dinamikajat els6sorban az
egyes aminosavrészek a-szénatomjainak A egység-
ben kifejezett mozgékonysagaval jellemeztiik. Egy-
értelmiien megéllapithat6, hogy inhibitorként az
SGCI peptidnél kevésbé hatékony 3 modellpeptid-
ben mind a 6-19 stabilizal6 szakasz, mind pedig a
P1-P1” poziciét (30-31) magdaban foglalé kétShurok
(28-32) mozgékonysaga nagyobb, mint az eredeti
inhibitoré. Kiilonosen felting, hogy a 3 modellpep-
tid stabilizal6 szakasza mennyire mozgékony az
SGCI molekuldhoz képest. A varakozasnak meg-
feleléen ugyanakkor az 1 és 2 modellpeptidek
mozgékonysaga az emlitett molekuldkhoz képest
szignifikdnsan nagyobb.

Felmeriilt az igénye annak, hogy a 3 modellpeptid
szerkezetét igy kellene , atszabni”, hogy stabiliz4-
16 szakasza merevebb szerkezet(i legyen. Az erede-
ti elképzelés szerint az 1-3 modellpeptidek ciklo-
peptidrészében a beiktatott és a gyfir(it sszefogo
Gly-Gly részletnek kellett volna biztositani az ere-
deti SGCI molekula B-red&jének és hidrogénkoté-
seinek kialakuldsat, de ez az NMR és MD szerke-
zetvizsgalatok szerint nem sikeriilt kell§6 mérték-
ben. Ezért ezt a mesterségesen beiktatott Gly-Gly-
hidat megprébaltuk korrigdlni. Az elgondolés az
volt, ha egy B-csavart képzs részt illesztiink a Gly-
Gly helyére, akkor ez kialakitja a szétesett B-reddt,
és a stabilizal6é szakasz mar merevebb lesz, ezért
jobban fog miikddni. Mivel B-csavart képzé dipep-
tidként a Pro-Ala, Pro-Thr és Val-Thr ismeretes,
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a 3 modellpeptidnek mindharom szdrmazékat meg-
alkottuk szamitoégépen a Gly-Gly részletek helyet-
tesitése ttjan, és az igy nyert 4j modellpeptidekkel
(3a-3c¢) ugyancsak MD szamitasokat végeztiink [9].
Mindharom esetben mind a ciklopeptidrész, mind
a kotShurok merevsége nétt, €s a Val-Thr egységet
tartalmazé 3c modellpeptid esetén tapasztaltuk a
legkedvezdbb valtozast. Itt a B-red§ tavolsaga eny-
hén novekedett ugyan, de az aminosavak mozgé-
konysagéaval kapcsolatos szoras erésen csokkent, és
szinte teljesen megegyezett az SGCI-anal6g szo6ras-
adataival. Ez az eredmény a jovére nézve djrain-
vitalast jelent a laboratériumba.

Az MD szamitasok felvildgositast adnak az egyes
molekulaszakaszok egymishoz viszonyitott elmoz-
dulésairél is. Igy pl. az SGCI és a 3 modellpeptid
kotShurka a varakozdsnak megfeleléen nem ir le
kiilén trajektoriat. Ugyanakkor az 1 és 2 modell-
peptid viszonylag merevnek talalt részei lathatéan
egymastol fliggetleniil mozognak, tehat nincs ko-
z6ttiik kolcsonhatas, ami tovabbi magyarazatot ad
a gatlo hatds elmaraddsdra. A mozgékonysagra
nézve fontos informdcié nyerhet§ a kétShurkot al-
kot6 Thr2®-Ala32 aminosavak ® és W torzidszo-
geinek valtozékonysagabdl is, amely jol jellemzi a
konformdcios stabilitast. Figyelmiinket az enzim
aktiv centruméba kot6dd P1 és P1” aminosavakra
forditva, MD szamitasok utjoan megallapitottuk,
hogy az SGCI peptidnél a torziészogeket illetGen
nincs konformadciés valtozas. Ez azt jelzi, hogy az
aktiv centrum torziészogeinek valtozdsiahoz nagy
energiagét tartozik, ami feltehet&en a vele szemben
allo stabilizalé szakasszal all Osszefiiggésben. A
szubsztratként viselkedd 1 és 2 modellpeptid eseté-
ben a P1 és P1’ aminosavak konformacidja jelen-
tésen valtozik a szimuldci6 alatt. A 3 modellpeptid-
ben a torzidszogek szoérdsa jelentGsen csokken
ugyan, de az SGCI adataihoz képest azért szignifi-
kénsan nagyobb.

ADb initio kvantumkémiai szamitasok

A kotShurok merevsége és az inhibicids aktivitas
kozti Osszefiiggést a tovabbiakban ab initio
kvantumkémiai szamitasokkal [3,10] vizsgaltuk.
Frdemes sszehasonlitani a szerin-protedzok m-
kodését egy inhibitor és egy szubsztrat alkalma-
zasa esetében. A 6. dbra egy inhibitor és egy szubsz-
trat enzimkatalizalt hasitasi reakciéjanak jol ismert
mechanizmusat mutatja vazlatosan. Irodalmi ada-
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6. abra Egy inhibitor és egy szubsztrdt enzimkatalizdlt hasi-
tdsi reakcidjanak vdzlatos mechanizmusa. Feliil ldthaté a reak-
cié potencidlisenergia-diagramja (a vastag vonal a szubsztrit,
a szaggatott vékony vonal az inhibitor reakcidiitjira vonatko-
zik). I: kimotripszin és szubsztrit/inhibitor kiilon-kiilon; II:
enzim—szubsztrit/inhibitor komplex; I11: tetraéderes interme-
dier; IV: acil-enzim komplex; V: enzim és elhasadt szubsz-
trit/inhibitor komplexe; VI: enzim és elhasadt szubsztrit/
inhibitor kiilon-kiilon. Kozépen szerepel a reakcié vizlatos
menete. E = enzim, S = szubsztrit, C = tetraéderes inter-
medier, D = acil-enzim komplex, Sy, S, = az elhasadt szubsz-
trit fragmensei, 1 = inhibitor, I* = elhasadt inhibitor; k =
sebességi eqyiitthatd. Alul tiintettiik fel egyes intermedierek
(II-V) vizlatos szerkezetét.

tok [10,11] szerint az inhibitor és az enzim kolcson-
hatdsa a II komplex kialakuldsahoz vezet, azaz
tovéabbi reakci6 el sem kezdddik. Ehhez sebesség-
meghatarozé 1épésként a II - I1I reakcionak, azaz a
tetraéderes komplex kialakuldsdnak kellene beko-
vetkeznie. Ha az ehhez tartozo energiagat viszony-
lag magas egy szubsztratum reakciéjahoz képest,
akkor a hasadas nem vagy csak igen lassan megy
végbe.

A fentiekbdl kiindulva ab initio kvantumkémiai
szdmitasokkal kivantuk ellendrizni, hogy a tetra-
éderes komplex kialakulasahoz vezet6 sebesség-
meghatarozé 1épésnek valdban dontd jelentSsége
van-e a gatlé hatas kialakuldsdban [12]. A PDB
adatbazisban  taldlhat6 =~ PMP-C—kimotripszin
enzim-inhibitor komplex rontgenszerkezete [10],
valamint korabbi elemzések [11] alapjan egy mo-
dellt készitettiink, amely megjeleniti mind az
enzim aktiv centrumat, mind az inhibitor P1-P1’
pozicidjat (7. dbra). Szamitasaink els§ részében a
P1-P1” aminosavak @ és | torziészdgei szabadon
valtozhattak (igy modelleztiik a szubsztrat viselke-
dését), mig a masodik esetben ezeket mereven tar-
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tripszin aktiv centrumdba.

tottuk (igy modelleztiikk a merev konformacidjua
inhibitor viselkedését). Mindkét esetben ugyanazt
a kisérletet végeztiik el, azaz a Ser O-atomjat koze-
litettiik a P1 aminosav karbonil-szénatomjahoz, a
tetraéderes komplex kialakitadsa érdekében. A sza-
mitasok eredménye szerint az ugyanolyan koriil-
mények kozott lejatszodd két reakcié aktivalasi
energidja kozott 25 k] /mol energiakiilonbség van, a
rogzitett torziészogli modellbdl tehat ennyivel ne-
hezebben képzddik tetraéderes intermedier. Mind-
ez meggy6zden bizonyitja, hogy a rogzitett konfor-
maciéju inhibitoroknél azért nem keriil sor a vi-
szonylag merev konformdciéja P1-P1’ részleg
hasadasara, mert a tetraéderes intermedier sebes-
ségmeghatarozo6 1épést jelentd kialakuldsa fokozot-
tan energiaigényes.

Erdemes végezetiil egy irodalmi példa elemzésével
az elmondottakat mas oldalrél is megvilagitani.
Laskowski és munkatarsai az altalunk vizsgalt
SGCI gatlészerek egyik szerkezeti rokondnak, a
pulyka ovomucid doménjének a hasadasi reakcié-
jat az id§ fuiggvényében kovették [12]. Ha felté-
telezziik, hogy itt az inhibitor-enzim komplex uni-
molekulas atalakuldsa tetraéderes intemedierré a
sebességmeghatarozé 1épés, akkor e rendkiviil las-
st, tobb napig kovetett reakcié kinetikai gorbéjébdl
a ki = 0,001326 1/s sebességi egyiitthat6t hataroz-
hatjuk meg. Ha elfogadjuk tovabba ab initio szami-
tasaink eredményét, nevezetesen azt, hogy a reak-
cidk aktivélasi energidja kozott 25 kJ/mol kiilonb-
ség van att6l fliggden, hogy modelliink P1-P1” rész-
legének konformacidja rogzitett-e avagy sem,
akkor ebbdl ki lehet szamitani, hogy a szabad és a
rogzitett torzidszogekkel rendelkez6 modellek ha-
sadési sebessége kozott elvileg 27550-szeres kii-
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l6nbségnek kell lennie. Ha az ovomucid domén
inhibitor hasadésat jellemz6 k; = 0,001326 1/s
sebességi egyiitthatét megszorozzuk 27550-nel,
akkor egy feltételezett, szabad torzi6szogii (tehat
szubsztratként viselked§) modell sebességi egyiitt-
hatéjara a k; = 35,53 1/s érték adodik. Ha ezt az
adatot Osszevetjiik azokkal az irodalombdl jol is-
mert ky = 10-100 1/s kozotti értékekkel, amelyek az
aktiv helyen Leu aminosavat tartalmazé szubsztra-
tok hasadasi sebességét jellemzik, akkor megalla-
pithatjuk, hogy az egyezés nagysagrendileg helyes,
ami igen j6 eredmény. Az ab initio kvantumkémiai
szdmitasaink eredményességét bizonyitja, hogy az
enzim és az inhibitor szerkezetének kb. 98%-at
elhagyva is képesek voltunk modellezni és értel-
mezni az inhibitor és a szubsztrat viselkedése ko-
zotti kiilonbséget.

Koszonetnyilvanitas

A szerz8k koszonetet mondanak Graf Laszl6 egye-
temi tandrnak az SGCI peptiddel kapcsolatos hasz-
nos konzultacidkért, Patthy Andrés tud. fémunka-
tirsnak a biolégiai vizsgalatok elvégzéséért,
Géspari Zoltan tud. segédmunkatarsnak az NMR
szerkezetvizsgéalatokban val6é kozremitikodésért és
a kézirat attanulmanyozasaval kapcsolatos észre-
vételeiért, valamint Hudaky Péter doktorjeloltnek a
kozosen végzett kvantumkémiai szamitasokért.
Koszonet illeti az MTA Szerves és Biomolekularis
Kémiai Bizottagat és az MKE Szerves és Gyogy-
szerkémiai Szakosztalyat azért a lehet&ségért, hogy
e dolgozat anyagat Mucsi Zoltan 2003. febr. 28-4n
Bruckner-termi el6adés keretében ismertethette.
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Ultraszenzitiv nukleinsav-detektalas gélben és oldatban

A Molecular Probes cég kivalo festékeit mar évek ota
forgalmazza a Bio-Science Kft. Talan a legszélesebb
korben alkalmazottak ezek koziil a kiilonb6z6 nuk-
leinsavfestékek. A SYBR® Gold a legérzékenyebb
fluoreszcencias festék dsDNS, ssDNS és RNS detek-
talasara nativ és denaturalé gélben egyarant: 300
nm hullimhossza transzilluminatort hasznalva
csikonként mar 25 pg DNS is kimutathaté. Az eti-
dium-bromidét meghalad6 érzékenysége még
szembeotlébb denaturalé karbamid-, glioxal- és
formaldehid-alapt gélben. A festék nem zavarja a
restrikciés endonukledzos hasitast sem, illetve eta-
nolos kicsapas soran jol elkiilonithetd a DNS-t6l.

A SYBR® Green I nagyobb affinitdssal rendelkezik a
dsDNS-, mint az ssDNS- és az RNS-molekuldkhoz.
Maga a festék kisebb hattér-fluoreszcenciat okoz a
gélben, mint a SYBR® Gold. A minden molekularis
biolégiai laboratériumban megtalalhaté 300 nm
hulldmhosszti UV-transzilluminétorral csikonként
mar 60 pg dsDNS is detektalhaté. A reagens gyor-
san penetrdl a gélbe, és nem igényel festékmente-
sitést. A DNS-molekulakhoz mutatott nagy affini-
tdsa miatt mar az elektroforézis el6tt hozzdadhat6 a
mintahoz. Abszorpcids tulajdonsagai miatt argon-
ionlézer-alapt detektaldsokra is j6l alkalmazhato.
Elényo6s tulajdonsagai miatt a QPCR egyik detek-
talasi modszere is ezt a festéket haszndlja. Végiil, de
nem utolsésorban tovabbi elényeként emlithetd,
hogy az Ames-teszt alapjan joval kevésbé mutagén,
mint az etidium-bromid. A SYBR® Green 1I — viszont
legnagyobb affinitdst az RNS irant mutat, igy ezt
RNS-gélek festésére hasznaljak.

A SYBR Green festék tovabbi alkalmazdséat lat-
hatjuk a cég Electrophoretic Mobility Shift Assay
kitjében, ahol az akrilamid gélt el6szér SYBR Green
EMSA reagenssel festjiikk, majd a fehérje kompo-
nenst SYPRO Ruby segitségével tessziik lathatova.
Az eddigi EMSA jelolési technikdkhoz képest
elény, hogy a nukleinsavat futtatds utan festjiik és
nem el8zetesen, ahol a nukleinsavhoz kotott festék
molekula esetleg zavarhatja a fehérje megkotését.

A cég 1j fejlesztése a SYBR Safel], ami az etidium-
bromidnal kétszer intenzivebb festést tesz lehet&vé.
Ahasznélatra kész oldat 0,5x TBE-pufferrel késziilt,
igy az agar6zgél rogton ezzel a reagensoldattal

készithetd el. A hékezelés nem csokkenti a festék
hatékonysagat. Természetesen futtatds utani festés-
re is alkalmas. A festékoldat 6 hénapig tarolhato
szobahdmeérsékleten, sotétitett tivegben. Mutageni-
tdsa harom emlGs-sejtvonalon, illetve baktérium-
torzsekkel végzett Ames-tesztben alacsony értéke-
ket mutatott. Remélhet8, hogy ez az 1j termék sok
labor szamara helyettesiteni tudja az etidium-bro-
midos festést.

Gyakorta sziikséges feladat, hogy kiilonb6z6 nuk-
leinsavoldatok  koncentracidjat megallapitsuk,
amire &ltaldban az UV-abszorpciés modszert hasz-
naljak. Amint koztudott azonban, e mddszerrel
nem tudunk kiilonbséget tenni az egyes nuklein-
savtipusok kozott. A fenti, gélben hasznélhato6 fes-
tékeknek megfeleld, de csak oldatban hasznélhat6
megfelel§ik a PicoGreen®, a RiboGreen™ és az
OliGreen®reagensek. Koziiliik a legtobbet hasznalt
a PicoGreen® ami dsDNS mérésére alkalmas. A
szabad festék szinte nem is fluoreszcens, viszont
dsDNS-hez kotédve mintegy ezerszeresre né a
fluoreszcencias intenzitas. A linedris tartomany 25
pg/ml koncentréaci6tél 1 pg/ml koncentracidig ter-
jed. A RiboGreen™ RNS, mig az OliGreen® ssDNS
mennyiségi meghatarozasara (kvantifikdlasara) al-
kalmas. Ez utobbi lehet szekvenaldsi és amplifika-
ciés primer, hibridizaciés préba, antiszenz oligo-
nukleotid, fag ssDNS. Mindharom festéket csupan
Ossze kell keverni a mintaval, és 2-5 perc inkubalas
utdn mar elvégezhet6 a mérés. A cég palettdjan
tovabbi termékek talalhaték a kiilonféle fehérje-

gélek és -blotok nagy érzékenységti festésére.

Holl6 Rébert

S
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Human placenta protein 20 (PP20) / tiamin-
pirofoszfokinaz (hTPK): szerkezettdl a funkcioig

Human placental protein 20 (PP20) / thiamin pyrophosphokinase:

from structure to function

Barna LaszI6!, Bellyei Szabolcs?, Szigeti
Andrds?, Boronkai Arpddz, Szabo Zoltin2,
Ohmacht Robert?, Jandky Tamds3,

Than Ndandor Gadbor?4, Szilagyi Andris?,
Zdvodszky Péterl, Siimegi Baldzs2°

1 Magyar Tudoményos Akadémia, Biolégiai
Kutatékozpont, Enzimolégiai Intézet, Budapest
2 Pécsi Tudoméanyegyetem, AOK, Biokémiai

és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs

3 Szegedi Tudomanyegyetem, AOK, Orvosi
Vegytani Intézet, Szeged

4 Semmelweis Egyetem, AOK, 1. Sz. Sziilészeti
és NGgyogyaszati Klinika, Budapest

5 Magyar Tudomanyos Akadémia, Akadémiai
Munkacsoport a Mitokondridlis Funkcidk

és Betegségek Kutatasara, Pécs

Osszefoglalas

A human placenta protein 20 (PP20) méhlepénybdl
izolalt, két azonos alegységbdl 4ll6, 52 kD moleku-
latdmegii fehérje, melybdl a placenta terminusban
mintegy 0,5 mg mennyiséget tartalmaz. Kiegészits
DNS-molekulait human lepényi cDNS-kényvtarbol
izolaltuk. A kédolt 27 kD molekulatomegti fehérje
243 aminosavbdl all, szekvencidja azonos a human
tiamin-pirofoszfokindz (hTPK) alegységével, leg-
kozelebbi homolégja az egér TPK. A PP20/hTPK
gén a 7. kromoszéman (7q34-7q36) helyezkedik el.
Western-blot médszerrel human magzati és felnétt-
szovetekben detektaltuk a hTPK enzimet, amely
kimutathat6 volt tumorsejtekben és -szovetekben
egyarant. Mikroszképias technikéval a szincitiotro-
foblasztok citoplazmajanak diffiz, a citotrofo-
blasztok gyenge jelolédését lathattuk. A hTPK szer-
kezetét homoldgiamodellezéssel hataroztuk meg, a
hTPK tiaminkotShelye egyezett az egér TPK
tiaminkotShelyével, de nagy kiilonbségeket muta-
tott a bakterialis és fungélis enzimekével. A hTPK
funkciondlis analizisét elektospray ionizacios
tomegspektrografias modszerrel végeztiik, amely
igazolta a tisztitott és a rekombinéns fehérje tiamin-
pirofoszfokinaz enzimaktivitasat.
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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

Alepényi fehérjék novekedett mennyiségben szin-
tetizdlodnak terhesség alatt, és fontos szerepet jat-
szanak a magzat és a méhlepény kialakulasaban,
fejlédésében, valamint a terhesség fenntartasaban.
Sziilés utan génjeik represszaldédnak, de 1ijbdl kife-
jez6édhetnek kiilonb6z8 koros allapotokban [1]. A
pécsi kutatécsoport szamos lepényi fehérjét izolalt,
szekvendlt és molekularis bioldgiai médszerekkel
jellemzett az elmult évek sordn [2-5]. A placenta
protein 20 (PP20) fehérjét 1985-ben izolaltak és
jellemezték fizikokémiai tulajdonsagait. Két 27 kD
molekulatomeg( alegységbdl all, szénhidrattartal-
ma 3%, atlagosan 0,5 mg van az érett méhlepény-
ben [6]. Korabbi immunhisztokémiai vizsgalatok
szerint a PP20 f6leg a szincitiotrofoblasztok, cito-
trofoblasztok, illetve a chorionalis trofoblasztok
citoplazmajaban talalhat6 korai méhlepényben.
Erett placentsban a fehérje a villozus tér Hofbauer-
szerl sejtjeinek citoplazmajdban és a chorionalis
trofoblasztokban helyezkedik el [7]. Mivel a komp-
lex proteomikai vizsgélatokhoz nemcsak a fehérjék
pontos funkcionalis tulajdonséagait, hanem térszer-

kezeti tulajdonségait is elengedhetetlen ismerni, és
a pécsi, valamint budapesti munkacsoportok
kordbban mar folytattak ez iranyd vizsgalatokat
[8-11], a PP20 / humaéan tiamin-pirofoszfokinaz
(hTPK) térszerkezeti vizsgalatait egytittmiikddés-
ben végeztiik. A hTPK térszerkezetét homolégia-
modellezéssel, az egér TPK — mint az ismert leg-
kozelebbi homolég fehérje — atomi koordinatainak
felhasznalasaval hataroztuk meg. Kiilonb6z6 fajok-
bol szarmaz6 TPK-fehérjék szekvenciadsszerende-
zésének analizise alapjan megallapithaté volt, hogy
a human TPK enzim aktiv helye szignifikdnsan
kiilénbozik tobb alacsonyabb rendd faj enzimének
aktiv helyétél, mely tény felvetette szelektiv inhibi-
torok (gyoégyszerek) tervezésének lehetSségét.

Anyagok és médszerek

Immunoldégiai vizsgélatainkhoz méhlepény mellett
egészséges magzati és felndtt-, illetve tumoros szo-
veteket, citolégiai vizsgalatainkhoz onkogén (HeLa),
hepatoblasztéma (HepG2), hasnyalmirigy-karciné-
ma (Pancl) és nem malignus embriohepatikus
epithelialis (WRL-68) sejtvonalakat hasznaltunk.

A Pécsi Tudomanyegyetem AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézetében, a N&i Klinikéval kardltve, hdrom évtizede
kezdédtek a nemzetkozi egyiittmiikodésben végzett terhességi, méhlepényi, valamint endometridlis eredetii fehérjék
alap- és alkalmazott kutatasai. Munkacsoportunk az elmdlt 6t évben 7 szolubilis lepényi fehérje (PP13/galectin-13, PP17a
és PP17b/sandrin A és B, PP18a és PP18b/elagaz6 lancti aminotranszferaz, PP20/hTPK, PP25) cDNS-ét izolalta, illetve a
fehérjék és génjeik komplex genomikai és proteomikai analizisét végezte. A cikk szerzéi (balrél jobbra): Szigeti Andras
PhD-hallgato, orvos; Bellyei Szabolcs PhD-hallgat6, orvos; Than Nandor Gabor PhD, orvos, a placenta protein munka-

csoport vezetGje; Siimegi Balazs az MTA doktora, biokémikus, tanszékvezet§ professzor, a molekuldris biol6giai munka-
csoport vezetSje; Ohmacht Rébert az MTA doktora, vegyész, a folyadékkromatografids kutatasok vezetSje, egyetemi
docens; Szabé Zoltin PhD-hallgaté, vegyész; Boronkai Arpad PhD-hallgaté, orvos.

Az MTA Enzimolégiai Intézetében miikodik a Szerkezeti Biokémia
Csoport Zavodszky Péter vezetésével. Munkdjuk sordn a génsebészet, a
fehérjeexpresszid, a szamitégépes modellezés és a szerkezetvizsgald
moédszerek egyiittes alkalmazasaval keresik az dsszefiiggéseket a fehér-
jék szerkezete, konformdcios stabilitdsa és az enzimmiikddés szabalyo-
zasa kozott. A jelen munkaban Barna Laszl6, Zavodszky Péter és

Szilagyi Andras (a képen balrél jobbra) végezték a tiamin- pirofoszfo-
kinaz-szekvencidk (TPK) 6sszehasonlité analizisét, valamint a human TPK homolégiamodellezését és vizsgalatat.

A Szegedi Tudomanyegyetem AOK Orvosi Vegytani Intézetében Janaky Tamas PhD, vegyész, egyetemi docens végezte

kollaboréaciéban a PP20/hTPK tomegspektrometrias fehérjeazonositasat.
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PP20 ¢cDNS-klénozis és szekvenciaanalizis

A PP20 cDNS-t lepényi expressziés cDNS-konyv-
tarbdl izolaltuk monospecifikus anti-PP20 antitest
[6] segitségével. A pozitiv plakkokat izolaltuk,
majd a A-fagokat pBluescript SK-plazmidba kon-
vertaltuk. A ¢cDNS sense és antisense lancat ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
automata szekvenaléval analizaltuk.

A PP20 cDNS-szekvencidjat a BLAST [12] és az
UCSC Genome Browser adatbazisban kiilonb6zé ki-
fejez6d6 szekvenciacimkékhez (EST, expressed
sequence tag), a LocusLink adatbédzisban [13] pedig a
humaén genomhoz hasonlitottuk. A gén prométer
régidjaban feltételezett atirdsifaktor-kétShelyeket a
Transfac Adatbazisban [14] Patch algoritmussal ele-
meztiik. A PP20/hTPK és homolégjai kdzotti tobb-
sz0Orods aminosavszekvencia-egyeztetést CLUSTALW
modszerrel [15] végeztiik.

A PP20/hTPK kifejezédése

A PP20 cDNS olvasési keretet (open reading frame)
PCR eljaréssal erdsitettiik ki, a terméket pGEX-4T-1
kifejez6dési vektorba klénoztuk és DH5a-kompe-
tens sejtbe transzformaltuk. A kifejez6dést izopro-
pil-B-D-tiogalaktopiranozid (IPTG) hozzdadasaval
indukaltuk, a fehérjét Glutathione Sepharose 4B osz-
lopon (Amersham Biosciences) tisztitottuk.

Tomegspektrometrids fehérjeazonositis

A tisztitott és rekombindns PP20/hTPK fehérjét
gélelektroforetikusan (12%-os SDS-PAGE) kiiloni-
tettiik el és Coomassie-reagenssel festettiik. A fe-
hérjecsikokat a gélbdl kivagtuk, redukaltuk, alkilal-
tuk, a gélen beliil tripszinnel emésztettiik [16]. A
fehérjéket MALDI-TOF MS peptidtérképezs és
MALDI-PSD témegspektrometrids szekvenald se-
gitségével azonositottuk. A fehérje-tomegtérképe-
zést Bruker Reflex IV MALDI-TOF tomegspekt-
rométerrel végeztiik. Az adott spektrumban létre-
jové monoizotépos tomegek peptidionjelét MS Fit
programmal azonositottuk [17]. A tripszinemész-
tett peptidionok els6dleges szerkezetét PSD (post
source decay) médszerd szekvenalassal ellendriztiik.

SDS-PAGE / Western-blot, enzimaktivitds / HPLC

10 ng tisztitott PP20/hTPK fehérjét, valamint 10-10
ng lepényi, szovet- és sejtextraktumot gélelektro-
foretikus (12%-os SDS-PAGE) eljarassal kiilonitet-
tink el. Az elvalasztott fehérjecsikokat anti-PP20
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antitesttel (immunoblot) és ECL kemilumineszcens
rendszerrel tettiik lathatova, a kvantitativ denzito-
metrids meghatarozdst Scion Image for Windows
szoftver segitségével végeztiik.

A tiamin-pirofoszfat elvalasztdsara és tomegspekt-
rometrids detektdldsara folyadékkromatografias
modszert dolgoztunk ki. Az elvalasztas 5 pm szem-
cseatmérdjii, utanszilanizalt C;g oszlopon tortént,
eluensként 0,1 M ammoénium-acetat puffer és
metanol (95:5) elegyét hasznaltuk a pozitiv ion
moédban alkalmazott elektrospray ionizaciéhoz.

Immunhisztokémia, konfokdlis immunfluoreszcens
mikroszképia

A formalinnal rogzitett, paraffinba agyazott szovet-
tani metszeteket és sejttenyészetmintakat anti-PP20
antitesttel inkubaltuk, az immunfestést Universal
Kit festékreagenssel [18] végeztiik. A metszeteket
Olympus BX50 fénymikroszképpal analizaltuk és
archivaltuk.

Deparaffindlds utdn a metszeteket tripszinnel
emésztettiik, anti-PP20 antitesttel kezeltiik, ezutan
parhuzamosan FITC festékkel jelolt IgG immun-
reagenssel, valamint DRAQ5 magfestékkel festet-
tilk. A sejtfluoreszcenciat Bio-Rad MRC-1024ES
konfokalis illesztékkel ellatott Nikon Eclipse TE-
300 invert-mikroszképpal vizsgaltuk.

A PP20/hTPK térszerkezetének meghatdrozdsa
homolégiamodellezéssel

Tobb eljaras kozott valaszthatunk, ha egy fehérje
térszerkezetét a szekvencidja alapjan kivanjuk
modellezni. Ha nincs ismert szerkezeti homolog
fehérje, akkor az ab initio predikciénak nevezett,
alapvetd fizikai elvekre és adatokra (kotésszogek,
kotéshosszak) alapozott eljardst valaszthatjuk. A
fehérjefeltekeredés (fold) felismerési modszert akkor
alkalmazzuk, ha a célfehérjénk szekvenciaazonos-
sadga nagyon alacsony (<20%) az ismert szerkezet(
fehérjék szekvencidjaval. Ilyen esetben a szekven-
cidnk vizsgalata alapjan el kell donteniink, hogy
léteznek-e olyan feltekeredési tipusok, amelyek
megfelelnek a szekvencidnknak, és ha igen, melyek
ezek. Szerencsés esetben, van egy vagy tobb megfe-
lel§ szekvenciaazonossagt (>20%) ismert térszer-
kezetd rokon (homoldg) fehérje, ilyenkor a homold-
giamodellezés gyakorlatdhoz nytulhatunk. Homolo-
giamodellezés esetén, ha a szekvenciaazonossag
>30%, a szerkezetek altalaban igen nagy hasonldsa-
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got mutatnak, 20% és 30% szekvenciaazonossag
kozott a hasonlésdg mar kérdésessé valik, de
el6fordul 10% alatti azonossag esetén is jo térszer-
kezeti hasonlésag. A homoldgiamodellezés alap-
vetS eljarasa a lanctoredékek Osszeillesztésének
mobdszere, tjabban viszont inkdbb a térbeli kény-
szerek kielégitésén alapulé eljarasokat alkalmaz-
zuk [19]. Az utébbi algoritmus a referenciaszerke-
zetek alapjan térbeli kényszereket vezet le (pl.
atomparok tavolsaga, atomhdrmasok szoge stb.),
majd a kényszereket egy célfiiggvénybe egyesiti. A
modellezés soran a célfehérjénk véletlenszeri kez-
deti konformaci6jabdl kiindulva szimulalt hékeze-
1éssel optimalizalja a célfiiggvényt.

A hTPK térszerkezetének meghatarozasara a térbe-
li kényszerek kielégitésén alapulé homoldgiamo-
dellezési eljarast hasznaltuk, melyet Modeller [20]
programmal Linux munkaallomason végeztiink. A
referenciafehérje kereséséhez BLAST programot
[12] hasznéltunk, az egér TPK-tiamin komplex
térszerkezetét (11G3) [21] a Protein Data Bank adat-
bazisbdl [22] toltottiik le. Mind a PP20/hTPK, mind
az egér TPK 243 aminosavbdl all, és a legjobb
Osszerendezést hézag beszdrasa nélkiil kaptuk
CLUSTALW modszerrel [15]. Mivel a két fehérje
azonossaga 89%-nak adédott, és az egér TPK ront-
genkrisztallografias térszerkezete 1,9 A felbontasa
volt, a homoldégiamodellezés kritériumai minden
vonatkozasban teljesiiltek. A képek VMD [23] és
POV-Ray programokkal késziiltek.

Eredmények

A PP20 ¢cDNS klénozisa és szekvenciaanalizise

Humén lepényi cDNS-konyvtarbol négy klont izo-
laltunk, amelyek koziil a leghosszabb (GenBank:
AY206415) 2431 bazispart tartalmazott, az olvasasi
keretben egy 243 aminosavbdl all6 fehérjét kodol,
melynek molekulatomege 27,265 kD (1. dbra). A
PP20 azonosnak bizonyult a hTPK-val (GenBank:
AAKO01351), [24, 25] és nagyfoki homolégiat muta-
tott (89% azonossag, 95% hasonlésag) az egér TPK
enzimmel [26].

PP20/hTPK gén lokalizdciéja, szerkezete és
szabdlyozdsa

A GenBank adatai alapjan a human EST-szekven-
cidk szamos felnétt- és magzati humanszovetben
megtaldlhatok voltak, valamint lepényben nagy

cggacgcagageacaggycurgge torcac ttgoc LeCgge tocc gyaadc ggge gggac
|dacetegegtcecgyggyctaaaacctgegagrgaygaccgegege caagyc tec teAGC
CGAGCGCCGAGCGGTCGATCGCCETAGCTCCCGCAGCCTGCGATCTCCAGTCTGTGGCTC

CTAC(‘AGCCATTGTgC&agCg 0.3kb Intron 1.33tgcacAGGCCAATAATCCGTT
ATG GAGCA’I'GCCTTTACCCCGTTGGAGCCCCTGCTTTCCACTGQ’Cactg‘tattt .5.9kb

mCAACTATTTTCGTCATCTTTGGAACmGgCaacc 8. Zkb Intron 3. tg&agc‘l‘
0] F R H L W N
CTTTTAAGAGCCTGTGCCG:R’I‘GGAGGTGCCMCCGCTTAIIATGATATCACCGAAGGAGAG

ACCAQ!GGCCTCAAGTGGAACCTCAgtaaQ’te 9.5kb Intron 8.attttcttacAc
T T L K W N L
CMATGATGT GCTTGCTTTTGGAACAT TGGTCAGTACT TCCAATACC TACGACGGGTCT G

CTGTTGACTGGCATC CATMGT GTGCCTCTGCCTTATCTCATTTCTCAACAGTTCATTGC
TCAACAAGAACGATT CACCTGGGTTTGCAAGAATCTARACCT CTCTAGGGGARGCCCACT
GGGTTTAAAGATGTTAGTGTT TAGATAATACAGGTAACATTATAAAT GACAGATCTCAAT
TTTATAGTAGTGGGAAAGATACAT GCTAAGAAAGCARATAAGCTCTATTATATTCGGTTG
GAACCTAATGGGAAT CATTCCACTATACAAT TCAGTACTGATTATTCTTCT TACAT TATT
AATCATTCCATTTAT CCTAGAAAATTGTTTTTAAT T TGAAT CAGAGAAADCTGTTGAGGT
TCCTCTTGGAGT CTAGAACATCCT TARATGTC TAACAARCAAGGGCTACCTCTGAGTACCT
TTTAGTATTAGTTTTCTGTATATGATATATAT TAT CTTATAC TGAAAAAMAATTCCTTTC
AGATTGGGGTGT TAGAAGT GCACCAGGTCACTCTGACCTTATTACTGTCTTTGGTATTGT
CTTAAATAARNTCAAGAAT CATTGACCTAAT TGT TARATT TAAAAA TAGGTAGTTAGCAAT
AGGTGGAAAGAGAAATGATGT GAAAGATAAATGATGATTCGTGGAGCCCTACT CACACAT
TAARCCCCCAAATTCAAAAGTAAGAATGCAAAAGTCTAGAGGGGGTAACAGTCTGCATCAT
CATCACAACCTAAATGGAGAAAGCTGT GCAGAGGAAACT TAAGCATAAARATT GAATTCG
TTTCTGACATACCTTAGACTGAAAAACTGTTGGTT CATCCAGAAGTGTATTCATATTACC
AGRAAMTGAGTTTGTCTATGGGGATACATGAACTT CATATACTAAGGAGCCTAACTCCAR
AGCCTGCGTTCTCATCCCAGT CTGATATT CACCTAAGTTTCCGGACCCTTTTCCTTAGCT
GTAAMATGGAAGCGGTTGGACTGATGGTGTCTGAGGTTCTTTCCCACACTGAAATT CTAA
ATATTGACACTTAGCAGT CATAGGGCTGATAATACACACAGT TACTGACT TAGCCTAAARC
AACCTGGTGCATCGARATGTATTCACCTTTCTTTT GTAAAGAGACCATCTTCTATCTTCT
TTCCACCTTTCTCTGTTT TAT GAAACCAACTGT TGACATACAAACCATGAT TGAAGGAGA
ACCTGTCCAACATGTTTTATGTACACAAATCCCTATGT TGC TATAAGAAAAGT GAAAGTA
ACTGTTTTCTTCTTGGTGCTATGACAGTGTGAGACT CAGGT TGT CTGTAGAGAATGAALG
GAGCAGTGGCCCGCGTGATTGT GGCAT TTAAGGAGCAGTGGCCCATGTGACTGTGGCATT
TTCGGCACTTTTCATTACTTTCTGCTTGACCGGAAGTTGAGGCTTAGCTATGTTTCCATC
TTCAGTTTCTGAAGACTAGTTATATAT TCCTTACTAGAAATATAT TCATAATATATAARD
GARATATATCTGTGATTT TAAAATTTTGCTACCAAAGAATGCATGTTCTGTGTGCCCTGA
AMATGTTACCAGT GTTMT@TGGATACT TATCARAMMDGzatatagtttcctga

1. abra A PP20/hTPK gén és fehérje szekvencidi. A PP20/
hTPK gén 9 exonja fékovér betiivel, a 8 intron és az 5’ illetve
3’ dt nem 1rédé régiok kis dolt betifvel, a konszenzus GT/AG
hasitéhelyek aldhiizottan ldthaték. A 9-es és a 3-as exonban a
start (AUG) és stop (TAA) kodonok inverzen, sziirke hittérrel
vannak feltiintetve. A kétszeresen aldhiizott TATA-box-szerii
szekvencia (-38), az inicidlé és a szabilyozo (downstream
promoter) elemek (DPE, +38) szerepet jitszhatnak a transz-
kripcié inicidcidjaban. A képen az SP-1 (arnyékolva) és a
GCF (keretezett) dtirdsi faktorok GC-gazdag kotdhelyeit,
illetve a poliadenildcios szigndlt (keretezett) is jeloltiik. A
PP20/hTPK aminosavszekvencidja fekete hittérrel lithato.

mennyiségben expresszalédtak. A 384 kb hosszi
PP20/hTPK gén a 7. kromoszéma q34-q36 részére
lokalizalédott, 9 exont tartalmazott [10,11] (ellentét-
ben a kordbban publikélt 8 exonos értékkel [24,25]).
A prométer TATA-box-szerl szekvenciat és inicidl6
elemet (Inr) tartalmazott, a transzkripcié iniciala-
sdban pedig szerepet jatszhat még a szabalyozo
(downstream promoter) elem (DPE; +38), valamint
GC-ben gazdag SP-1 és GCF kotShelyek is (1. dbra).
A promoter régié 1 kb méretii darabjanak analizise
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soran szamos atirasifaktor-kotShelyet (AP-1, AP-2,
SP-1, C-Myb, ISGF-3, STAT-1 és SAT-3) talaltunk,
melyek a fehérje ubiquiter expresszidjat biztosithat-
jak (AP-1, AP-2, SP-1), valamint szerepiik lehet a
sejtosztodas és -differencialddés szabalyozasdban is.

A PP20 és a hTPK azonositisa, a PP20/hTPK kife-
jezodése és lokalizdcidja

A tisztitott és a rekombinans PP20 gélektrofore-
tikus (SDS-PAGE) futtatdsa soran Coomassie-fes-
téssel két fehérjét (27 és 54 kD) detektaltunk, mint
azt korabban mar Bohn és Winckler is leirta [6]. A
gélbSl mindkét csikot kivigva MALDI-TOF MS
peptidtérképezést és MALDI-PSD MS szekvenalast
végeztiink. Az adatok alapjan a két protein egy-
arant hTPK fehérjének bizonyult, melybdl igazolé-
dott, hogy az 54 kD tomegi fehérje az alegység
dimerje.

A PP20/hTPK Western-blot eljarasban is két csik-
ban vandorolt. Immunoldgiailag azonos fehérjéket
mutattunk ki nagy mennyiségben human lepény-
ben, valamint kisebb mennyiségben kiilonb6z6
magzati és felnSttszovetekben egyarant, illetve sza-
mos tumorszovetben és sejtvonalban is. Erett
méhlepényben immunhisztokémiai médszerrel a
szincitiotrofoblasztok citoplazméjanak difftiz jelo-
16dése és a trofoblasztok, valamint Hofbauer-sejtek
gyenge jelolédése volt lathaté. Az érzékenyebb
konfokalis mikroszképidval azonos, de intenzivebb
PP20/hTPK jelolddést lattunk (2. dbra).

2. abra (lasd a szines dbrat a 93. oldalon) A PP20/hTPK
expresszidja érett méhlepényben. A formalinban fixdlt, paraf-
finba dgyazott metszeteket monospecifikus anti-PP20 antitest-
tel festettiik. (A) Az immunhisztokémiai metszeteken (400x)
kozepes PP20/hWTPK expressziot lattunk szincitiotrofoblasztok-
ban (nyilak), gyenge jelolddést pedig a citotrofoblasztokban és
a Hofbauer-sejtekben. (B) A konfokdlis metszeteket parhuzamo-
san DRAQS5 (piros) magfestékkel is festettiik (1000x).
Szamottevé PP20/hWTPK festédés (z0ld) figyelhetd meg a
szincitiotrofoblasztokban, és gyenge festddés a citotrofoblasz-
tokban.

Korabbi [24] és sajat eredményeink szerint is a
hTPK egészséges és tumoros szovetekben kozel
azonos mennyiségben termelédik, igy nem osztjuk
azon munkacsoportok véleményét, melyek a hTPK
kifejez6désének mértékében kiilonbségeket talal-
tak Northern-blot mddszerrel, elsGsorban here-,
vékonybél-, vese-, illetve majszovetekben [25,26].
Sajat megfigyeléseink alapjan megerdsithetjiik,
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hogy a hTPK az anyagcsere-folyamatokban jelen-
t6s szereppel bird, belsé szabalyozé (“housekeep-
ing”) génként tarthaté szamon.

Kordbbi immunhisztokémiai vizsgélatok kimutat-
tak, hogy korai human méhlepényben a PP20 féleg
a szincitiotrofoblasztok és citotrofoblasztok cito-
plazmajaba lokalizalédott, majd érett placentaban
elsGsorban a villosus stromdban elhelyezkedd
Hofbauer-szert sejtek citoplazmajaban, valamint
bazalis choriontrofoblasztban volt azonosithaté.
Ezen eredmények alapjan feltételezték, hogy a pla-
centaban az id6 elérehaladtaval a villosus szinci-
tiotrofoblasztok elveszthetik a képességiiket a PP20
fehérje szintézisére [7]. A pécsi munkacsoport érett
lepényben difftiz hTPK jelol6dést talalt a szinci-
tiotrofoblasztok citoplazmdjaban, mig az érzéke-
nyebb immunfluoreszcens konfokélis &brazolas
hasonl¢, de intenzivebb hTPK jel6l6dést mutatott a
szincitiotrofoblasztokban. Ez ellentmond az idézett
adatoknak [7], de Osszhangban van a fehérjétél
altalanossagban megallapitott tényekkel.

A PP20/hTPK térszerkezeti modellezése

A hTPK cDNS-szakaszat bakteridlis pGEX-4T-1
plazmidba inzertalva a fehérjét jelentés mennyiség-
ben expresszaltuk, de mivel a fehérje térszerkeze-
tének kisérleti meghatdrozasara nem volt maéd, jol
megalapozott modellez§ eljarashoz folyamodhat-
tunk. A homolégiamodellezést Modeller [20] prog-
rammal végeztiik, referenciafehérjeként az egér
TPK térszerkezetét hasznaltuk. Osszesen 50 mo-
dellvéltozat késziilt, melyekhez tartozé célfiigg-
vényértékeket vizsgdlva hataroztuk meg a végleges
modellt. Az 50 modell mindegyike kiilonb6z6é
véletlenszerii térszerkezeti elrendez&désbdl indult
ki, de hasonlé végeredményt adott, igy nem volt
sziikséges tovabbi modellszerkezeteket elGallitani.
Minthogy az egér TPK-szerkezet (PDB: 11G3) alap-
jadn épitett homoldgiamodell kielégitette a térbeli
kényszereket, és szekvenciaazonossaga igen magas
fokt (89%) volt, a hTPK térszerkezetének gerincle-
futasa megfelelt az egér TPK-fehérjegerinc térbeli
elrendez6désének. A hTPK térszerkezeti modell
10LY koéddal a PDB adatbazisba keriilt elhelye-
zésre. A hTPK homodimer, egy alegysége 56 A
hosszt és 31 A széles hasdbban helyezhets el. A
szerkezet egy N-termindlis o/B-domént és egy C-
terminalis B-szendvicsdomént tartalmaz. A tiamin-
kotShelyet harom lancszakasz alkotja: Al: B-dudor
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a Ser216B-Asn219B aminosavak kozott, All: egy
hurok a Gly 199B-Asn 203B aminosavak kozott,
Alll: az Asp 95A-Asp 100A aminosavak kozotti
szakasz (3. dbra). A referenciafehérje és a hTPK tér-
szerkezeteinek egymasra illesztett dbrajan (4. dbra)
jol latszik a két szerkezet nagymértékii hasonldsa-
ga és a kotShelyek egyezése. A hasonlésag mennyi-
ségileg is kifejezhetd az egyes atomok helyzetének
négyzetes kozepes eltérésével (root mean square
deviation, RMSD), mely esetiinkben 0,17 A, ami
nagyon hasonlé térszerkezetre utal. A feltételezett
ATP-kotShely kornyezete is megegyezett a két
fehérjében, kivéve a 129-es alanin—glicin cserét.

3. dbra (lasd a cimlapon) A hTPK homoldgiamodellezéssel
nyert térszerkezetének haromdimenzids dbrizoldsa. A tiamin
az aktiv helyen pdlcika dbrdzoldsban latszik. Az aktiv helyet
alkoto lancszakaszok (A, All, AIIl) oldészer-hozziférési felszin
dbrizoldsban (zold: A lanc, vilagoskék: B ldnc), mig a fehér-
je gerince szalagdbrdzoldsban lithaté. A kép VMD program-
mal késziilt, a hozzdrendelések POV-Ray médszerrel késziiltek.

4. abra (lasd a szines abrat a 93. oldalon) A hTPK és az
egér TPK szerkezetének osszeillesztése az aktiv helyre foku-
szdlva. Az aktiv hely oldallincai gomb-pdlcika dbrizoldsban
lathatok, pirossal a hTPK, narancsszinnel az egér TPK szerke-
zete, kozépen a tiamin pdlcika dbrdzoldsban. Az aktiv hely nagy-
fokii hasonldsiga a két szerkezetben jol litszik.

A kilonbozd fajokbdl izolalt TPK enzimek aktiv
centrumaihoz tartozé szekvenciak 6sszehasonlita-
sa (5. dbra) ravilagitott az enzimfehérje egyes szaka-
szainak torzsfejlédésbeli alakuldsara. A hTPK en-
zimhez képest a fungalis TPK enzimek minddssze
30%-o0s, a bakteridlis TPK enzimek pedig 25%-os
azonossagot mutattak. A fungdlis TPK enzimek
esetében az aktiv centrum elsé régidjaban (AIII) két
negativ toltésti aszpartatcsoportot helyettesit egy
semleges toltésti cisztein és aszparagin aminosav. A
masodik régioban (All) egy pozitiv toltési lizint
egy negativ toltésd glutamat cserél fel, ezaltal jelen-
t8s strukturdlis és toltésbeli kiillonbségeket képezve
az aktiv centrumban. Bakteridlis enzimek esetében
az els6 régioban (AIll) a hisztidin, amely neutralis
pH-értéken pozitiv toltést vehet fel, neutrdlis vagy
negativ toltésd aminosavval helyettesitett. A ma-
sodik régiéban (AIl) GL- és WN-parokat cserél fel
esetenként a részleges negativ toltéssel bir6 tirozin-
csoport. Ezen adatok igazoljak a kiilonb6zé fajok-
ban taldlhaté enzimek aktiv centrumanak eltéré-
seit. Még jelentGsebb kiilonbségek voltak lathatdk a

kitoltendd tér toltésében és méretében.

Alll All Al

Huumén PP20/hTPK 95 DHEHEY 100 .. 199 [EAEH 203 . 216 ETEY 219
Egér TPK 95 D 100 .. 199 [t 07 203 .. 216 219
Schizosaccharomyces poumbe 427 432 .. 526 [BIE[) 530 .. 543 ESCY 546

Giardia lamblia 137 el 142 .. 260 [HANID 264 .. 277 EGCY 280
Bacillus cereus 50 Q) 55 .. 145 G P 149 .. 164 CI 168
Bacillus anthracis Ames 95 Qf 100 .. 170 GRP 174 .. 187 CI| 190

Fusobacterium vincentii 78 83 .. 166 G 170 .. 185 CI| 189
Enterococcus faecalis 74 79 .. 171 RSE¥L 175 .. 190 Y, 194
Clostridium tetani 75 E?FE 80 .. 168 GAYYP 172 .. 189 G 193
Brucella melitensis 73 AREM 78 .. 167 NAZUP 171 .. 186 TVEJ 190

5. abra Ortholég TPK enzimek aktiv centrum szekvencidjd-
nak dsszehasonlitdsa. Az elsd régiéban az aszpartdtok és a treo-
nin nagymértékben konzervilt a baktériumoktol az emldsokig,
de tobb viltozis is megfigyelhetd gombdkban. A mdsodik
régidban csak a lizin konzervilt a baktériumoktol az emldsokig,
szemben a gombdkkal, ahol a mdsik négy aminosav egyezett
meg az emldsokével. A harmadik régioban a szerin és az
aszparagin nagymértékben konzervilt.

Elektrospray ionizdcids tomegspektrometria (ESI-MS)

Az ESI-MS eljaras lehet6vé tette mind a tiamin,
mind pedig a tiamin-pirofoszfat kiméletes, frag-
mentdlédas nélkiili ionizacidjat, ezéltal intenziv
molekulacsticsok megjelenését (6. dbra). Az inkuba-
ciés elegyben megjelend tiamin-pirofoszfat jol mu-
tatta a PP20/hTPK tiamin-pirofoszfokinaz akti-
vitdsat. A kromatogréfidsan jol elkiiloniil§ tiamin-
pirofoszfat- és tiamincsticsok (tg=2,91 min és 7,34
min) tomegspektrumdan a tiamin-pirofoszfatra jel-
lemz8 molekulaion nagy relativ intenzitdssal 424,7
m/z értéknél jelent meg.

mAU VWWVLIZB6 nm

Tiamin

hoo Tiamin PP
J M

6. abra A hTPK tiamin-pirofoszfokindz aktivitdsinak anali-
zise ESI-MS médszerrel. A PP20/hTPK- és tiaminoldat kro-
matogramjdin megjelend tiamin PPi csiics igazolta a fehérje
tiamin-pirofoszfokindz aktivitdsdt.

A hTPK hatdsmechanizmusa

A hTPK valamennyi humén sejttipusban kimutat-
hato, szerepe a tiamin (Bl-vitamin) pirofoszforila-
lasanak katalizaldsa ATP és magnéziumion jelenlé-
tében. Nélkiilozhetetlen a szénhidrat-anyagcsere és
a mitokondridlis energiatermelS folyamatok sza-
mos lépésében. Minthogy a tiamin elengedhetetlen
fontossaggal bir a gerincesek anyagcseréjében [27],
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A Magyar Kémikusok Egyesiilete (MKE) és a Magyar Biokémiai Egyesiilet (MBKE) szakosztlyai vm
az Analitikai Vegyészkonferencia (Balatonfoldvar, 2004. jinius 30-jilius 2.) & ’é}
keretén beliil kozos szervezésben rendezik meg a &&}L

Bioanalitika 2004

szimpo6ziumot, melyre eztton hivjuk fel valamennyi MBKE-tag figyelmét. A szimp6zium tematikdja feldleli a bioanalitikai
modszerek fejlesztésének és alkalmazasdnak korét, mdszeres (HPLC, CE), immunanalitikai (RIA, ELISA)
és molekuldris biologiai (PCR, NASBA) eljarasokat egyarant.

Felkérjiik a szimpoziumon részt venni szandékozokat, hogy jelentkezési szandékukat s megtartani kivant el6addsuk/poszteriik
cimét juttassak el az aszek@nki.hu elektronikus levelezési cimre.
Jelentkezési hataridd: 2004. januar 23.
Jelentkezési lap letdlthet6 a http.//www.nki.hu/bioanal2004.htm internetes cimen.
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‘ e « . I; &
2. abra A PP20/hTPK expresszidja érett méhlepényben. A formalinban fixdlt, paraffinba dgyazott metszeteket monospecifikus anti-
PP20 antitesttel festettiik. (A) Az immunhisztokémiai metszeteken (400x) kozepes PP20/hTPK expressziot littunk szincitiotro-
foblasztokban (nyilak), gyenge jelolodést pedig a citotrofoblasztokban és a Hofbauer-sejtekben. (B) A konfokilis metszeteteket

parhuzamosan DRAQS (piros) magfestékkel is festettiik (1000x). Szimottevd PP20/hWTPK festédés (zold) figyelheté meg a szinci-
tiotrofoblasztokban, és gyenge festddés a citotrofoblasztokban.

4. dbra A hTPK és az egér TPK szerkezetének Osszeillesztése az aktiv helyre fokuszilva. Az aktiv hely oldallancai gomb-pdlcika dbrd-
zoldsban ldthatok, pirossal a hTPK, narancsszinnel az egér TPK szerkezete, kizépen a tiamin pdlcika dbrdzoldsban. Az aktiv hely nagy-
fokii hasonldsiga a két szerkezetben jol litszik.
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Bullas Jézsef 1958-ban sziiletett Zalaegerszegen. A Képzo-
mvészeti Fdiskoldn Kokas Ignéc és Dienes Gabor nbven-
dékeként végzett 1984-ben. Budapesten él és dolgozik, 1983
Ota rendszeresen mutatja be képeit csoportos és egyéni kialli-
tasokon. Hazai tarlatai mellett nagyszamu nemzetkdzi csopor-
tos kidllitdson szerepelt, Franciaorszagto! Bulgdridig, Europa
szamos orszagén kivil tobb tengerentdli (Eqyesiilt Allamok,
Kanada, Brazilia) mdvészeti bemutaton szerepelt. Fontosabb
dijai: Herman LipGt-dij (1984), Derkovits-0sztondij (1986),
Prix Ars Electronica Computergraphic, Anerkeannung (1992).
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Bullds Jozsef, Agy-kapu (1995), vegyes technika, papir

Munkdi tobbnyire vaszonra festett olajképek, de vegyes technikékkal, olaj—
vaszon-installdciokkal és szamitogépes grafikai technikdval is kisérletezett.
198386 kozitti, ,Utkeresd” képein egyfajta absztrakt szimbolizmus mutatkozik,
melybdl fokozatosan fordul a térélmény generdldsahoz, absztrakt terek kiala-
kitdsahoz. Innen szinte egyenesen vezet az Gt a gorbiilt formdk, hulldmvonalak,
ivek dinamikaja felé, mely elem 1989 utdn festett képeinek vezérmotivuma. Tereit
persze nem csupdn alakzatok hozzék létre, a mintdk (pattern) mellett donté
fontossagu a szinek egymds melletti élete, kontrasztjuk és éttiinésiik egymasba.
A 16 vonulatnak két
Lkitéréje” volt, részint
eqgy kor- és Ujszer(
technika, a szdmi-

t6gép bevetése
(1988-92), részint Bullds Jozsef, Konvergencia (1995),

vegyes technika, viszon

egy  visszanydldsi
kisérlet az absztrakt
JKlasszikus™ irdnyzatahoz, a konstruktivizmushoz (1995-96). Szdmitogépes
grafikai munkdiban részletgazdagon — keleti mintdzatra emlékezteten — orna-
mentdlt felszinekbGl hozott |étre Osszetett tereket, s e munkdjaval a szaktertilet
eqyik legjelentdsebb kitiintetését nyerte el (Anerkeannung, Linz). Ezekkel egyitt
is kovetkezetesen
két mozzanat fog-
lalkoztatja a leg-
erdsebben: az ese-
mény, ahogy az
egyszerd geomet-
Bullds Jozsef, Alkonyi hurok (1994), riai formak teret
olaj, viszon hoznak létre, még-

hozz& olyan teret,
amelyben a méret, a konkrét kontextus nem definialodik, nem donthetd el,
mikrokozmoszt vagy makrokozmoszt ldtunk; s emellett a spontaneitas, a kéz-
mozdulat megismételhetetlen gesztusa, amely ugyanazt a format minden alka-
lommal mésképpen hozza létre. Mindkét gondolat filozofikus, &m Bullds — mint
mondja — nem metafizikus értelemben, sokkal inkdbb a festdi latdsmod
oldalardl kozelit hozzdjuk. Az isméti6dd, szabalytalanul szabdlyos formak ter-
mészeti analdgidk (kristaly, hulldm) is egyben, bédr Bullds ezeket inkdbb Bullds Jozsef, Kristily gesztus (2001),
kozvetett inspirdcionak vallja. olaj, vdszon
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Az Eurépai Biotechnolégiai Szovetség regionalis

irodaja Szegeden

A kutatd, felsGoktatési és laikus érdekléds kozvéle-
mény egyarant fokoz6dé figyelemmel fordul a
szézad vezet§ tudomdanyaga, a biotechnolégia felé.
Rendkiviil fontos tehat, hogy szakmailag korrekt és
alapos informacié alljon rendelkezésére minden-
kinek, aki az ezzel kapcsolatos kérdésekre vélaszt
var, elkeriilve a szenzici6hajhdsz és felesleges
panikkeltés veszélyeit épptigy, mint a tdlzott elva-
rasokat. A szakmai kozosség tevékenységének
koordinalaséra 25 éve alakult meg az Eurdpai Bio-
technoldgiai Szovetség (EBSz). Az utdbbi két évben
az EBSz, amely nonprofit szervezet, megtjult és
jelent&sen atszervezddott, hogy a kor kihivasainak
jobban megfeleljen. A legtjabb szervezeti kezdemé-
nyezés az un. Regiondlis Irodak létrehozasa. A
Regiondlis Iroddk Eurépa minden régidjat kozvet-
lentil hivatottak elérni, az &altalanos koordinacids
feladatokon tul a helyi szakmai problémakra, tudo-
manyos kihivasokra és a kozvélemény kérdéseire
igyekeznek valaszt nydjtani.

Az elmult két év soran az EBSz figyelemre méltd
atalakulason ment keresztiil. A megujulds Prof.
Borge Diderichsen (Novo Nordisk, Dania), az EBSz
elndkének nevéhez fliz6dik. Az atszervezéssel si-
keriilt megujitani az EBSz szervezetét, amely igy
hatékonyabban tud megfelelni a gyorsulé fejlédés
kihivasainak. Nem elhanyagolhat6 az sem, hogy a
megujuldas id&szakaban az egyéni tagok szédma
82%-kal nétt (2002 nyaran 1655 tag volt, ez 2003

Az Eurdpai Biotechnologiai Szovetség (EBSz) pavilonja a 11.
Eurépai Biotechnoldgiai Kongresszuson (ECB11).

EUROPEAN FEDERATION OF

BIOTECHNOLOGY

nyarara 3090-re emelkedett), és 6rvendetesen nétt a
szervezeti/véllalati részvétel is (139-r6l 179-re).

Az EBSz sikeres szambeli fejlédése és az ezzel
egylitt jar6 szakmai stulya egyre tobb és szerte-
agazobb feladatot rétt az EBSz operativ bonyolitd
és szervez$ irodadjara (DECHEMA, Frankfurt,
Németorszag). A méretnovekedésbsl szarmazod
hatranyok csokkentésére az EBSz Végrehajto
Bizottsaga a tevékenység diverzifikalasat hatarozta
el, és palyazatot irt ki Regiondlis Iroddk mtikddte-
tésére. Az EBSz Regiondlis Irodak természetesen
szintén nonprofit egységek, miikodésiik feltételeit
helyi, illetve regionalis timogatasokbol, kormany-
zati vagy kamarai forrdsokbol kell(ene) biztositani.
Szegeden kozismerten kiemelkedd az élettudoma-
nyok teriiletén tevékenykedd, magasan kvalifikalt
szakemberek ardnya, tébb mint 1000 f6 kutat és
oktat a régidban, akik zome a Szegedi Tudomany-
egyetemen, az MTA Szegedi Biolégiai Kozpont-
jéban, a Gabonakutaté Intézet Kht. intézményében,
a Bay Zoltan Alapitvany Biotechnologiai Intézeté-
ben és néhany biotechnoldgiai vallalkozas kereté-
ben dolgozik. Szeged régéta nemzetkozileg ismert
és jegyzett tudomanyos kézpont az orvosi, élelmi-
szer- és kornyezettudomanyok teriiletén. A szegedi
régioban kordbban izolaltan tevékenykedd intéz-
mények az idei évben ,Biopolisz-Szeged” néven
egylittm@ikodési megallapodast dolgoztak ki,
amelynek célja egységes fellépés a biotechnolégai
ipar kifejlesztése érdekében. Annak ellenére, hogy
minden mas szempont alapjan a térség Eurdpa és
Magyarorszag egyik elmaradott és csak elképesz-
téen dragdn vagy kalandosan megkozelithet
vidékei kozé tartozik, a dél-alfoldi teriilet mind
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orszagosan, mind a kozép-eurdpai régidban egye-
diilall6 szellemi kapacitasokkal rendelkezik az élet-
tudomanyi kutatdsban és oktatasban. Evente 450
élettudomanyi diploma és 60 PhD-fokozat kiadasa-
ra keriil sor. A régi6 fejlesztési terveiben kiemelt
jelent8ségti cél a csticstechnolégiara alapozott bio-
ipar létrehozdsa a meglévs élettudomanyi K+F
infrastruktdra és forrasok kihasznaldsaval és fej-
lesztésével, amely versenyképességet biztosit majd
az EU-csatlakozés kapcsan kialakul 4j gazdasagi
feltételrendszerben.

A szegedi természettudomanyos kutatokozosség
tagjai szdmara a nemzetkozi egylittm(ikddés nem
Gjdonsag. A régid fizikai elzartsaga ellenére sok
két- és tobboldali nemzetkozi egytittmiikodést
alakitottak ki és apolnak, tobbek kozott az Eurdpai
Uni6 COST, EUREKA, SOCRATES, ESF, EMBO,
NATO kezdeményezéseinek keretében. Az MTA
SzBK-ban tobb mint 25 éve miikddik sikeresen az
International Training Course, ami a fejl6dé orszagok
fiatal tehetségei szdmara nyujt gyakorlati kutatési
tovabbképzést a modern molekularis biolégia sza-
mos teriiletén. Itt m{ikodik az UNESCO Kornyezeti
Bioldgiai (virtudlis) Tanszéke. Szegedet a PHARE
Régiofejlesztési Program a biotechnolégiai fejlesz-
tések kiemelt térségének ismerte el, és az MTA
SzBK elnyerte az EU 5. KTF Program keretében az
,EU Kivaloésagi Kézpontja” megtisztel§ cimet.

A Magyar Biokémiai Egyesiilet, melynek elnoke
Friedrich Péter akadémikus, az EBSz alapité tagja.
Az EBSz szervezetével a kapcsolatot a Biotechno-
l6giai Szakosztélyon keresztiil tartja. A szakosztély
elndke Prof. Kovacs Kornél, akinek a csoportja a
Szegedi Tudomanyegyetem Biotechnolégiai Tan-
székén és az MTA Szegedi Biologiai Kdzpontban
dolgozik.

Mindezeket figyelembe véve és mérlegelve az EBSz
Végrehajté Bizottsiga az egyik Regiondlis Iroda
miikddtetési jogat Szegednek adta. Magyarorsza-
gon kiviil ez az iroda szolgélja ki Ausztria, Szlové-
nia és a Balkdn orszigait. A szegedin kiviil még
nyolc regiondlis iroda alakult, tobbé-kevésbé le-
fedve Eurdpa teriiletét. A Regiondlis Iroddk egy-
massal is szoros egyiittmiikddésben oldjak meg az
altalanos feladatokat. Az &ltaldnos tennivaldkon
tdlmenden mindegyik Regiondlis Iroda vélaszthat
néhény EBSz-szekcidt, amelynek szakmai munka-
jaban kiemelt intenzitassal vesz részt.
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A Regiondlis Irodak altaldnos feladatai:

v' Képviselet a kormanyzati és helyi kozigazga-
tasi szervek felé.

v" Regiondlis és nemzetkozi projektek regionalis
végrehajtdsanak koordinélasa.

v' Palyazatok koordinaldsa eurdpai szinten.

v Kapcsolattartds a minisztériumok, egyetemek,
média és tarsadalmi szervezetek kozott.

v Regiondlis talalkozdk, konferenciak, kiéllitasok
szervezése.

v' Az EBSz-szekcidk és -célcsoportok regionalis
tevékenységének tamogatasa.

v" Egyéni és intézményi tagtoborzés a régidban.

v" Informaci6 terjesztése az EBSz szervezetérdl és
rendezvényeirdl.

v' Az EBSz és érdekeinek képviselete regionalis
férumokon, rendezvényeken.

v Abiotechnoldgiaban érdekelt szervezetek regi-
onélis adatbazisanak Osszeallitasa és kezelése.

v T&jékoztatas a kiilonféle EU- és mas tdmogatasi
lehet&ségekrol.

v' Az EBSz megjelenitése és képviselete a helyi,
illetve regionalis médiaban.

v' A kozvélemény tdjékoztatdsa és nyilvanos vi-
takban val6 részvétel, illetve az EBSz allaspont-
janak képviselete.

v A regionalis partnerek és az EBSz kozponti
irodak és férumok kozotti kapcsolat és infor-
maciéaramlas megteremtése.

A szegedi Regiondlis Iroda altal lefedett, nagyobb
régio igényeit és szakmai felkésziiltségét figyelem-
be véve irodank az EBSz Kornyezetvédelmi Bio-
technoldgia, valamint a Biodiverzitas Szekciokban
vallalt extra feladatokat, és aktivan dolgozik az
innovéaciéval foglalkozé munkacsoportban. A Kor-
nyezetvédelmi Biotechnolégia Szekcié vezetGje Dr.
Thomas W. Egli (Swiss Federal Institute for Water
Resources & Water Pollution Control, Svéjc); a
Biodiverzitds Szekcié munkajat Prof. Dr. Klaus
Ammann (Director, Botanical Garden, University
of Bern, Switzerland) iranyitja.

A Kkiemelt figyelemmel kisért EBSz-szekciok be-
vonasaval a szakteriileten rendezvények, kiallita-
sok, konferencidk és kerekasztal-beszélgetések
szervezését véllaljuk. Természetesen emellett az
EBSz egyéb szakteriileteken kifejtett aktivitasat is
tdmogatjuk a helyi adottsagok és lehetGségek fel-



Az EUROPAI BIOTECHNOLOGIAI SZOVETSEG REGIONALIS IRODAJA SZEGEDEN

tarasaval, rendezvényszervezési és logisztikai kér-
dések megoldédsaval. Az innovaciéval foglalkozé
munkacsoport munkaja példaul az egész EBSz
tevékenységi teriiletét atoleli. Hazadnkban is driasi
sziikség van a kutatdsi eredmények innovativ fej-
lesztésére, az {izleti élet szereplSinek bevondaséra,
technoldgiaatadasi aktivitas erdsitésére. Ennek a
munkacsoportnak Charles F. A Bryce professzor a
vezetdje (Napier University, Edinburgh, UK).

A szegedi Regiondlis Iroda megalakuldsa utan
azonnal bekapcsolédott az EBSz egyik kiemelt
programjdba, amelynek magyarra forditott cime
valahogyan igy hangzik: az eurdpai biotechnolégia
hozzéajarulasa az élettudomanyok globélis fejlédé-
séhez (European Action on Global Life Sciences,
EAGLES). Kozismert, bar nem mindentitt kell6kép-
pen felismert tény, hogy az emberiség elétt allo, az
emberi kultiira fennmaradésat veszélyeztetd leg-
fontosabb kihivasok a betegségek terjedésébdl, a
tomeges éhezésbdl és a kornyezet embertelen rom-
boléasabdl fakad6 bajok. A vilag kiilonb6z8 részein
ezek a problémak emberek milli6inak okoznak
szenvedést és idd el6tti haldlt, az emberiség fej-
16dése szempontjabdl meghatarozé fontossagu
genetikai 4rtalmakat. Az egészségiigy, taplalkozas
és kornyezet problémai Osszefonédnak, kolcson-
hatdsuk nyilvdnval6, amint egyértelmii az élet-
tudomanyok szerepe és felel6ssége is a bajok or-
voslasdban. Sokan gondoljuk azt, hogy az eurépai
tudomany és ezen beliil az élettudoményok kutato6i
a jelenlegi hozzajaruldsnal joval tobbet tehetnének
a globalis nehézségek lekiizdéséért. Altaldban a
segit6 szandékban sincs hiany, inkabb az a kérdés,
hogyan tudndnak minél hatékonyabban segiteni
azok, akik véllalkoznak erre. Az EBSz égisze alatt
formalédé EAGLES konzorcium 1j megkozelités-
bél igyekszik a feladatokat pontositani. Az elkép-
zelés lényege az, hogy elsGsorban a fejl6d6 orsza-
gok partatlan és kell§ attekintéssel rendelkezd,
vezetd tuddsai tudjdk egyértelmiien megfogalmaz-
ni és rangsorolni az igényeket és tennivaldkat.
Rajuk kell tehat tAmaszkodnunk, Sket kell bevonni
az aktiv munkéba. A projekt koordinatora David
McConnell professzor (Trinity College, Dublin,
frorszag).

Egy szintén 1j és szintén globdlis kitekintést
igénylS program az Eurépa és Kina kozotti kapeso-
latokat a biotechnoldgia teriiletén erdsiteni szandé-
kozé , European Focus on Biotechnology in China”

(EFBIC). A projekt az EBSz és a CNCBD (Chinese
National Center for Biotechnology Development)
kozotti egylittmiikdodési megallapoddson nyug-
szik. Célja a kutatok és magas rangi dontéshozok
stratégiai és folyamatos egyiittmiikodésének kiala-
kitasa, kozos kutatasi teriiletek azonositisa és
tdmogatdsa a biotechnolégia és altalaban az élet-
tudomanyok teriiletén. Az EFBIC program az EU
és Kina kozotti tudomanyos és technolégiai egytitt-
miikodési megallapodas biotechnolégiai fejezetre
vonatkozé megvaldsitasa, amit az EBSz Nemzet-
kozi Kapcsolatok munkacsoportja koordinal Brian
E. C. Clark (University of Aarhus, Dania) és David
Bennett (Cambridge Biomedical Consultants, Delft,
Hollandia) professzorok vezetésével. A program
2002 és 2005 kozott az alabbi feladatokat kivanja
elvégezni:

v Koz6s tudomdnyos és szervezeti feliigyeld
testiiletet hoz létre és miikodtet az EFBIC-pro-
jekt szamara.

v' Legalabb hat k6z6s szakmai mtihely (workshop)
jellegii konferenciat szervez.

v' Kutatok, ipari szakemberek és dontéshozok
cseréjét valdsitja meg, Osztondijakat szerez.

v Kiadvéanyokat szerkeszt a kozos kutatasi, fej-
lesztési és gyartasi lehetSségekrdl, megvaldsu-
16 k6zos munkékat, sikertorténeteket mutat be.

v'  EFBIC-adatbazist és interaktiv internetes oldalt
hoz létre.

v' ElGsegiti a kinai partnerek részvételét az EU
FP6 kutatasi projektekben.

Az EBSz szegedi Regiondlis Irod4ja 2003 maéjusa-
ban kezdett el mtikodni. Az eltelt révid idGszak
alatt {6 tevékenységiink egy EU FP6 palyazatban
valé részvétel volt. A palyazat, amely az EBSz
Innovécié Munkacsoport szervezésében késziilt,
tobbek kozott az Iroda miikodésének anyagi és
szervezeti feltételeit kivanja biztositani azzal, hogy
egy konzorcium keretében az eurdpai biotechnol6-
gia versenyképességét erdsiti, Gj forumokat hoz
létre az élvonalbeli fejlesztések koordinalasara és a
kozos fejlédést hatraltato tényezdk felszamolaséra.
A konzorcium feladata tovabba a gazdasagi és
technolégiai ismeretek terjesztése, versenyképes
kutatdsi és innovdcids stratégiak kidolgozasa.
Mindezeket a célokat a kovetkezd 1épéseken ke-
resztlil kivanjuk megvaldsitani: (i) Olyan médsze-
rek elterjesztése és tamogatasa, amelyek elSsegitik
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a technologiadtadds, a vallalkozéi szellem, az inno-
vaciés szemlélet, a stratégiai iranyitds, szabadalmi
kérdések, a kozvélemény formalasa és etikai kérdé-
sek attekintése az élettudomanyok és biotechnolé-
gia teriiletén. (ii) Sikeres gyakorlati példak felku-
tatdsa és bemutatasa. (iii) Szakmai, technolégiai és
gazdasagi ismereteket nyjto intenziv tanfolyamok
szervezése. (iv) A biotechnolégiai kis- és kozépval-
lalkozasokban és a kutatéintézményekben dolgozé
kutaté-fejleszt§ szakemberek és hallgatok cseréjé-
nek elSsegitése.

A szegedi Regionalis Iroda aktivan részt vett egy,
az EBSz hivatalos éllasfoglalasat tiikr6zé nyilatko-
zat kidolgozasaban, amelyet az EU FP6 program
fels§ vezetésének felkérésére fogalmaztunk meg a
kornyezettudomanyok eurdpai szerepérdl és an-
nak az EU FP6 prioritdsokban valé megjelenésérél.
Felhivtuk az EU kutatas-fejlesztési prioritasait
meghatarozé dontéshozok figyelmét arra, hogy az
emberiség fejlédésére leselkedd egyik legnagyobb
veszedelem a mar meglévé és folyamatosan gyara-
podd kornyezeti szennyezSdés, amely kikeriilhe-
tetleniil timadja az emberi szervezetet. Egyértelm
az Osszefliggés barmely emberi populdcié egészsé-
gi allapota és kornyezete szennyezettsége kozott,
amellett, hogy kozismert médon bizonyos szeny-
nyez&dések konkrét okai bizonyos betegségcsopor-
toknak. Kovetkezésképpen az eurdpai és globalis
kutatasi prioritdsoknak egyenstlyt kell taldlni a
betegségkodzpontu (terdpids cél) és kornyezetkoz-
pontt (megel6z6 céld) kutatdsok tamogatdsa ko-
z6tt. A nemzeti és globdlis dontéshoz6 szervezetek
kozkedvelt jelszava, a fenntarthat6 fejlédés, nem
valésithaté meg a kornyezet tisztitdsa és megdvasa
nélkiil. A kérnyezetvédelmi biotechnoldgia az el-
mult két évtizedben Oriasi fejlédésen ment keresz-
til az élettudomanyok tobbségével parhuzamosan.
Jelent8s kutatasi eredményeket értiink el a biore-
mediéci6 és biodegradaci6 teriiletén. Szamos eset-
ben a gyakorlatban is bebizonyosodott, hogy ezek

JUlinden kedves olvasénak
CBoldog CJ(arélcsonyt

a technolégidk képesek a szennyez&dések bizton-
sdgos és teljes felszamoladsara. Kiilondsen eredmé-
nyes a biotechnoldgiai megoldas, ha a spontan le-
bomlés valdszintitlen és/vagy a szennyezés ala-
csony, de toxikoldgiailag veszélyes koncentracio-
ban fordul el8. A tovébbi fejl6dés biztositdsa érde-
kében sokkal kiterjedtebb ismeretanyagot, adat-
bazisokat kell létrehozni, amelyek a kornyezet-
védelem szamara hasznos mikroorganizmusok tel-
jes korét vizsgaljak és hasznositjadk. Hasonloképpen
nagy igény van olyan diagnosztikus modszerekre,
amelyek a biochip technolégia segitségével a kor-
nyezet gyors, pontos és hatékony monitorozasat
végzik, valamint a biotechnoldgiai titon el&éllitha-
t6, meguijuld és tiszta energiaforrdsok fokozott be-
vezetésére a mindennapi gyakorlatba. Az EU FP6
deklarélt prioritasai (és még inkdbb a megval6suld
dontéshozasi gyakorlat) jorészt megfeledkeznek
errdl a teriiletrdl, ami a kordbbi eredmények elévii-
léséhez, az ezen a teriileten kivivott eurdpai vezetd
szerep elvesztéséhez és a fenntarthato fejlédés telje-
sithetetlenségéhez vezet. Az Eur6pai Biotechnolo-
giai Szovetségrdl a http://www.efbweb.org honlapon
lehet tovabbi informdaciét taldlni, az MTA SzBK,
SzTE Biotechnolégiai Tanszék és Biopolisz-Szeged
témakrol részletek a http://www.szbk.u-szeged.hu
honlapon érhetdk el.

Kovics Kornél

ALLASPALYAZAT

Membranokbdl indulé jelatviteli folyamatok
tanulmdnyozdséra posztdoktorans molekularis biologus
kutatét keresiink a Szegedi Bioldgiai Kézpontba,
kiemelt fizetéssel.

Onéletrajzot és cikklistat a
bktitk@nucleus.szbk.u-szeged.hu e-mail cimre,
vagy postai Gton az MTA Szegedi Bioldgiai K6zpont,
Biokémiai Intézet Titkdrsaga,

6701 Szeged, Pf. 521 cimre kérjik eljuttatni.

A boritékra kérjuk rairi: ,Alldspélydzat”.

és eredményekben gazdag Uj esztend6t kivan a

MBKE Intézé Bizottsaga.
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