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A G-kvadruplexek szerkezete és biolagiai jelentdsége

G-quadruplexes: structure and biological significance

Ambrus Attila

Semmelweis Egyetem, Orvosi Biokémia Intézet,
1088 Budapest, Puskin u. 9.
E-mail: ambrus@puskin.sote.hu

Osszefoglalas

A nukleinsavak meghatdrozott haromdimenziés
szerkezetet felvéve fejthetik ki bioldgiai funk-
cidjukat. Eddig dgy gondoltuk, hogy a DNS rigid és
passziv molekula, amelynek elsédleges szerepe az,
hogy a genetikai informéciét tdrolja. Az utébbi
években azonban fény deriilt arra, hogy tobb olyan
szokatlan DNS-szerkezet is létezik, amelyekhez
biologiai szerep is kapcsolhatd. Ezek kozott ki-
emelkedg jelent&séggel birnak az in. G-kvadruplex
DNS-szerkezeti motivumok. Ezek a szerkezetek az
eukaridta genom szdmos helyén megtaladlhatok, és
olyan, bioldgiailag fontos régiékba csoportosulnak,
mint a telomerek, kiilénb6z6 gének promoterei és a
rekombinacié reguldciés pontjai. Ez a kozlemény a
G-kvadruplexek szerkezetének altaldnos jellemz&it
és biologiai szerepiiket mutatja be, s részletesebben
targyalja a ¢-MYC protoonkogén promoéter régio-
jaban kialakul6 és a human telomerben taldlhat6 G-
kvadruplexeket.

Ambrus, A.

Semmelweis University, Department of Medical
Biochemistry, H-1088 Budapest, Puskin u. 9,
Hungary, E-mail: ambrus@puskin.sote.hu

Summary

Nucleic acids need to adopt a particular three-
dimensional structure to exert their biological
function. Previously it was believed that DNA is
a rigid and passive molecule with the sole pur-
pose to store genetic information, but in the lat-
est years scientific evidence has been collected
for a full repertoire of unusual DNA structures
associated with biological functions. Among
those, G-quadruplex DNA structures are of par-
ticular importance. They are widely dispersed in
eukaryotic genomes, and are abundant in
regions of biological significance, for example, in
telomeres, in promoters of genes and at recombi-
nation hotspots. In this contribution, the general
properties of the structure and the biological sig-
nificance of the G-quadruplexes is delineated.
A special emphasis is laid on the G-quadruplex-
es forming in the promoter region of the proto-
oncogene c-MYC and the human telomere.

A DNS szerkezeti variansai

A DNES kett6s helikalis térbeli szerkezete alapvetSen
meghatarozza és behatarolja azokat a lehetséges bio-
kémiai eseményeket, amelyek kifejezGdésre juthat-
nak 4ltala. Természetesen a DNS legalapvet&bb és
legfontosabb szerepe az, hogy tarolja a genetikai ko-
dot, azonban manapsag kezdjiik elfogadni azt a né-
zetet, hogy a genetikai informdci6 kifejez6dése a
transzkripcié szintjén szoros kapcsolatban &llhat
nemcsak a DNS bizonyos részeihez kot6ds és egy-
mast is modulalni képes fehérjékkel (példaul un.
transzkripcios faktorokkal), hanem magéval a DNS
lokalis szerkezetével is. Azt mar eddig is tudtuk,
hogy nemcsak a fiziol6gidsan legaltalanosabban el6-
fordulé un. B-DNS létezik, hanem a hélixstrukttra
bizonyos véaltozasdval a DNS egy révidebb részén
kialakulhatnak a regularis DNS-t8l eltérd szerkezetd

régiok is. Ilyen, élettanilag is jelent6s konforméacié
példéaul az A-DNS és a Z-DNS. Ezen bioldgialilag is
fontos konformaciok mellett 1étezik még példaul C-,
D-, E-, H-, L-, M- és P-DNS is (az dbécének csupédn az
F Q, U, V és Y bettithez nem kapcsol6dik DNS-kon-
formécio) [1,2], amelyek lényegében mind a kettds-
hélix-struktiran alapulnak. Az, hogy melyik konfor-
maci6 valosul meg, fligg a bazissorrendtdl, a kémiai
és molekularis kornyezettdl (fehérje-kolcsonhatasok,
kémiai modifikacidk, oldatkoriilmények). Semleges
pH-n és magas sokoncentraciénal kialakulhat az
egyszali DNS-nek is egy flexibilis hélixe, amely
azonban kevéssé stabilis. Fontos megemliteni még a
haromszalt DNS-t is, amely igazabdl nem tekinthetd
kulonallo konforméacionak; errsl akkor beszéliink,
ha egy specialis kettSs lanci DNS-régidhoz szorosan
kotsdik egy egyszaltit DNS-szakasz [3].
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A Hoogsteen H-hid és a G-kvadruplexek
felfedezése

A Watson-Crick-féle hidrogénhid (H-hid) nem az
egyediili lehet8ség bazisok kozotti kapcsolat 1étre-
hozésara, hiszen az mas bazis- és atomkombina-
cidkban is kialakulhat. Karst Hoogsteen mar 1963-
ban észrevette, hogy a nem regularis H-hidaknak
szerepe lehet a DNS-szerkezet alakitasdban.
Vizsgalédasai alapjan elméletileg a nukleotid-
bazisok szinte minden kombindcidjaban kialakul-
hatnak parok, triplettek, kvartettek vagy akar pen-
tettek is. Ezen formaciok fiziologids el6fordulésa és
jelentésége azonban sok esetben kérdéses. A fent
emlitett multinukleotid-asszocidciok koziil kitiin-
tetett stabilitast és biolégiailag is értékes a guanin-
bazisok altal létrehozott un. G-tetraplex (G-
kvartett, G-kvadruplex), amely négy guanin
planaris rendez6désébdl all elS (1. dbra). Bizonyos
mértékd stabilitassal rendelkezik még a C-C par,
a T-triplett, az A-triplett, a T-A-A triplett, az A-tet-
raplex, a G-C-G-C tetraplex, a G-G-G-C tetraplex,
a G-G-A-A tetraplex, az A-T-A-T tetraplex és a G-
G-G-G-A pentad is [1,2, 4-7].
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1. abra A G-tetrad és a Hoogsteen-féle hidrogénhid (H-hid)
szerkezete. Alapuvetd kiilonbség a Watson—Crick-féle H-hidak-
tl, hogy két guanin kozott kettd hidrogénkotés valosul meg
(nem hdrom, mint citozinnal), és hogy a guanin N7 is részt
vesz ey H-kotésben.

Maér az 1900-as évek elején észrevették, hogy a
guanozin és szarmazékai vizzel viszkézus géleket
alkotnak. 1962-ben Gellert rontgenkrisztallografids
adatai azt mutattdk, hogy a guanozin-5-monofosz-
fat-gélekben tetramer elrendezédések tapasztal-

haték, amelyeket G-kvartetteknek neveztek el.
Arnott és Zimmerman egymastol fliggetlentil a het-
venes években homopoli-guaninokon végzett ront-
genvizsgélatokkal fényt deritettek egy négyszalu
nukleinsav-szerkezetre, amelyet egymadsra illesz-
kedett G-tetradok tartottak ossze [8]. Gray 1974-
ben CD-spektroszkopids moédszerrel G-tetradokat
azonositott poli-dG-molekuldkban [9]. Howard
1977-ben IR spektroszképids tton szintén meg-
erGsitette a G-tetradok 1étezését [10]. Guschlbauer
1990-ben tobb mint hatvan guaninszarmazéknal
taldlt hasonlé elrendezédéseket [11]. A felsorol-
takon kiviil szdmos mads laboratérium publikalt
eredményeket G-kvartettek létezésére vonatkozo-
an, azonban ezek az adatok mindaddig nem kertil-
tek az érdekl6dés kozéppontjdba, ameddig a G-
kvadruplexek kialakuldsanak élettani jelentSségére
ra nem mutattak a 90-es évek elején.

A G-kvadruplexek szerkezete

A Hoogsteen-féle H-hiddal (1. dbra) 6sszekapcsolt
G-tetrad szerkezete 6nmagaban még nem eléggé
stabilis, azonban ha egy masik (vagy akar tobb)
ugyanilyen szerkezet térben egymas folé/ala kertil,
akkor azok egymast (elsGsorban m-m-kolesonhaté-
sok és fémion-koordinécié éaltal) tovabb képesek
stabilizdlni. Legdltalanosabban harom G-tetrad
alkot egy tipikus G-kvadruplex szerkezeti motivu-
mot (2. dbra), amelyhez igy legalabb négy olyan
DNS-lancdarab sziikséges, amely (legalabb) harom
guanint tartalmaz kozvetleniil egymas utan (G-
tridd). A G-tetradokhoz a guaninokat szolgaltaté G-
triddok lehetnek ugyanazon a kovalens polinuk-
leotid-lancon, vagy akar tobb DNS-lancon is. Attol
fiiggben, hogy hany lancbdl &ll 6ssze a G-kvad-
ruplex unimolekularis, dimer és tetramer kvad-
ruplexekr6l beszélhetiink (2. dbra). Elettani jelentd-
sége elsGsorban az unimolekularis kvadruplexek-
nek van, hiszen azok egy folyamatos DNS-lanc fel-
tekeredésébdl jonnek létre [12-15]. Unimolekularis
és dimer kvadruplexekben laterdlis, atlés és lanc-
fordité6 hurkok kapcsoljdk &ssze a G-tetradokat,

lalkozik.

Ambrus Attila a KLTE vegyész szakan szerzett diplomat 1996-ban. PhD-tanulmanyait a Debreceni
Orvostudomanyi Egyetem Biokémia Intézetében végezte, majd 6t évig az Arizonai Egyetemen dolgozott
posztdoktorként fehérje- és nukleinsavszerkezet-kutatasban. Jelenleg a Semmelweis Egyetem Orvosi
Biokémia Intézetében a Neurobiokémiai Munkacsoportban dolgozik, és szerkezeti biokémiaval fog-
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amelyek a G-triddok kozott a DNS kovalens lancé-
ban 1év6 nukleotidokat tartalmazzéak (2. dbra). A le-
hetséges lanc- és hurokorientacidk, illetve a lancok
sztochiometridja alapjan a G-kvadruplexek nagy-
mértékd polimorfizmusarél beszélhetiink (2. dbra)
[2,4,6]. Szinte minden kvadruplexvarians esetében
eltéré szdmu és méretli arkok valdsulnak meg a
DNS-szerkezetben (kis, kozepes és nagy arok johet
létre — ellentétben a B-DNS kétféle arkaval), amely
hozzajarul a kiilonboz6 kvadruplexek specifikus
felismeréséhez (fehérje- és gyogyszer-kolcsonhata-
sokban). A hurkokban 1évé nukleotidok szama és
tipusa alapjan maris szdmos torvényszertiséget
allitottak fel arra vonatkozoéan, hogy egy bizonyos
szekvencia milyen val6szintiséggel vesz fel kiilon-
b6z6 tipust kvadruplex szerkezeteket [16,17].
Példaul ha harom egy nukleotidbél 4116 hurok kéti
Ossze a harom tetradot, akkor szinte bizonyosan
parallel (propeller) kvadruplex alakul ki [16].
A huroknukleotidok nagymértékben befolyasoljak
a kvadruplex stabilitasat is (kevesebb hurok-
nukleotid jelentésen nagyobb stabilitast jelent).
Elsésorban a hosszabb huroklancokat tartalmazo
szerkezetekre igaz az, hogy azonos hurokhosszak
mellett a kiilénb6zé kvadruplextopolégidk kozott
nincs jelent8s energiakiilonbség, és oldatban akar
tobb konformaci6é egyszerre is jelen lehet (ezért
nem sikertilt évekig meghatarozni a human telo-
mer-DNS oldatszerkezetét K* jelenlétében) [16].
Az in vivo ténylegesen megval6sulé konformaciot
a szekvenciaszomszédok [12,13] és a specifikus
fehérje-kolcsonhatasok fogjak meghatarozni [4].

Fémionok hatasa

A kvadruplexek stabilitdsa o6riasi mértékben meg-
novekszik, ha megfelel6 fémionok koordindlédnak
a G-tetradok kozé, a két tetrad nyolc karbonil-
oxigénje altal alkotott koordindciés kornyezetbe.
Mivel sejten beliil a ~140 mM K'-koncentracié
hatarozza meg els6sorban az ionkdrnyezetet, ezért
a G-kvadruplexek vizsgalata ilyen pufferekben
relevans. Altaldban mér jéval a fiziol6gids K'-kon-
centraci6 alatt megtorténik a kvadruplexek manxi-
malis K*-telitése és ezéltal stabilizacidja [12,13]. Ez
azt mutatja, hogy a G-kvadruplex szerkezet fel-
épiilése fiziologiasan is relevans lehet. Kiilonb6zd
egy- és kétértékd fémionok G-kvadruplexeket
stabilizalo képessége a kovetkez6 moédon alakul:
K>>Na>Rb*>NH,>Cs*>>Li", illetve Sr*>>Ba*>

atlos
A (centralis-diagonal) B C

¥
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A
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2. abra G-kvadruplexek polimorfizmusa: unimolekuldris (A),
dimer (B) és tetramer (C) kvadruplextopoldgiik egy-egy példa-
ja. Az A szerkezeten a legiltaldnosabb hurokformdk is ldt-
hatéak. Fontos megjegyezni, hogy mindegyik molekularitdsii
kvadruplexnél a példaként bemutatott szerkezeti tulajdonsi-
gok/elemek (hurkok, lancirdanyok) minden raciondlis geometriai
kombindcioban eléfordulhatnak.

Ca>>Mg*. Erdekes, hogy a Li* szinte minden G-
kvadruplex kialakulasat gatolja.

I-motivum

Azon DNS-régidkban, ahol a dupla szali DNS
szétvalik és a guaningazdag szalon G-kvadruplex
alakul ki, a komplementer szal citozinban gazdag.
Ilyen esetben egy a G-kvadruplexeknél Iényegesen
instabilabb konformaécié alakulhat ki, amit I-mo-
tivumnak neveznek [18]. Az I-motivum a hidrogén-
hidak specialis, interkalaciés elrendezddésérdl
kapta a nevét (3. dbra). Mivel az Osszetartd erd a
citozinok hemiprotonalt alakja altal kialakitott
gyenge H-hid, és ez a proton nagymértéki cse-
rében 4all az oldészer protonjaival, stabilitdsa és
felépiilése is sok esetben kérdéses. Fehérje-kolcson-
hatdsok azonban stabilizdlhatjdk az I-motivumot,
ami igy génregulacids szerepet is betolthet, akar
egytittmtikodve a komplementer szalon kialakuld
G-kvadruplexszel, illetve megfelel$ specidlis fehér-
jékkel. Az I-motivumban is hasonlé molekularitas-
sal (lancosszetétellel) és hurokvaridansokkal alakul-
hatnak ki szerkezetek, mint a kvadruplexek esetén.
Az I-motivumban nincs lehet6ség erds fémion-
koordinécidra, ez is hozzajarul a kisebb stabilitds-
hoz (T,~20 °C).

Biologiai jelentdség

Az utébbi néhdny év kutatasai azt mutatjak, hogy a
G-kvadruplexeknek valéban van bioldgiai szere-
piik, s ez olyannyira igaz, hogy mar az eddig meg-
ismert informaciok is alapvetSen atformaljak ed-



AMBRUS ATTILA

BiokEMIA, 31: 2-8 (2007)

—

\
—

=
| m| =

g

Y

3. dbra Az [-motivum H-hid szerkezete. A H-kotések eqymds
alatt és felett, keresztezve haladnak (interkaldcid). Ez a motivum
pirimidinnukleotidokbol dll, és nem stabilizalédik fémion-koor-
dindcidval, igy sokkal kevésbé stabil, mint a G-kvadruplexek.

digi képtinket a transzkripci6, a génexpresszio és a
sejtciklus-szabdlyozas egyes tertiletein [19-23].

A huméan genomban ~370 ezer helyen fordulhat
el6 potencidlisan G-kvadruplex, és mar szdmos
igen figyelemremélt6 pozicidban azonositottdk is a
jelenlétét [24-26]. Ez az dn. human kvadrdom,
amelynek egyre gazdagabb vildgaban alapvetd
bioldgiai folyamatok szabdlyozasaért felelSs
DNS/RNS-régiok: promoterek, telomerek, egyéb
regulécits helyek [19-23] és DNS/RNS-aptamerek
[27] taldlhatok (4. dbra). Reguldciés célpontjaik
kozott vannak izomspecifikus gének [28], a humén
inzulingén [29], immunglobulinok valtérégiéi [30],
protoonkogének — transzkripcids faktorok, nove-
kedési faktorok és receptoraik, szignaltranszduk-
cids és apoptozisfehérjék génjei (4. dbra) —, a B-glo-
bin-génje [31] és a Fragile X-szindréma FMR1 génje
[32]. Kvadruplexet tartalmazé aptamerekre példa a
HIV-1 integrazt gatlé aptamer [33] és a trombin-
koté aptamer [34]. Mas fajokban hasonlé funk-
cidkat betdltve, tobbszor mas szekvenciakkal szin-
tén megjelennek kvadruplex szerkezetek [24,26].

c¢-MYC G-kvadruplex

Az eddig legrészletesebben vizsgélt rendszer a
¢-MYC protoonkogén promoéterében talalhaté tn.
csendesits elem (5B. dbra), amely egy nem vart sta-
bilitasti G-kvadruplexbdl (T,>95 °C) és a megfelel§
I-motivumbdl épiil fel; épp e szerkezet megbom-
lasanak tulajdonitjdk a c-MYC fehérje kontrollalat-
lan kifejez8dését malignus elvaltozasokban [13,20].
A c-MYC fehérje a karcinomdk egy igen széles

transziripcliis faktorok

4. abra A humdn (onkogén) kvadrém. Az dbra a kvadruplexe-
ket kiilonbozo szerkezeti tipusaik, mig a géntermékeket funk-
cidjuk szerint csoportositja.

spektrumdban tultermel&dik, és az altala — mint
transzkripcids represszor és aktivator altal direkt
vagy indirekt médon - szabélyozott nagyszdmu
(~1600) gén deregulacidja kdzvetleniil hozzéjarul a
szomatikus sejtek normal ciklusanak felbomlasa-
hoz [20]. Szdmos eredmény mutat egyértelmi kap-
csolatot a c-MYC onkogén és a karcinogenezis
kozott [20]. A ¢-MYC transzkripcié 80-90%-at a
promoéterében talalhat6 tn. nukledz-hiperszenzitiv
elem (NHE III,) szabdlyozza (5A. dbra). A 27 bazis-
bol 4ll6 szekvencidban bizonyitottan egy parallel
szerkezet(i G-kvadruplex alakul ki (6. dbra) [13,20].

A P,
ATG
. |_’ @ ) P h
5-... TGGGGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG...-3'
(NHE 1II,)
B
. p— =TI _~em,_ TTTT]
AKTIV INAKTIV

5. dbra A c-MYC gén prométerszerkezete (A), illetve a NHE
II1,-ben kialakuld 1in. csendesitd elem miitkodése (B). A guanin-
gazdag régioban felépiild G-kvadruplex (és I-motfvum) a
transzkripcids egység kikapcsolt dllapotit eredményezi. A csen-
desitd elem plandris kismolekuldkkal stabilizdlhaté, ami a
transzkripcios hatékonysdig csokkenését eredményezi.



A G-KVADRUPLEXEK SZERKEZETE ES BIOLOGIAI JELENTOSEGE

6. abra (lasd a cimlapon) A c-MYC kvadruplex oldatbeli
(NMR) szerkezete. Lithaté a sikok kozott stabilan koordindlodo
két K*-ion (z6ld gombok), a felsd és alsé tetradokat stabilizilo
5" és 3'iranyban tilnyiilé szekvencidk orientdcioja, valamint a
huroknukleotidok (quanin: sarga, adenin: voros, timin: kék)
helyzete. A megualésulo szerkezet kimagasloan stabil, és még
95 °C hémérsékleten sem oldhaté fel. (Engedélyezett tijrakozlés
/ Reprinted with permission from [13]. Copyright (2005)
American Chemical Society.)

Kvadruplexek és potencidlisan altaluk szabalyozott
transzkripcios rendszerek vizsgalatara bevalt kvad-
ruplexkoté molekuldk hasznélatosak (7. dbra). Ezek
altalaban plandris, policiklusos alapszerkezettiek,
és stabilizélni képesek ezt a motivumot, elsGsorban
a fels6 és also tetradokhoz vald kotédés éltal (mér
léteznek G-kvadruplexre szelektiv, ersen kot6dé és
kevéssé citotoxikus vegytiiletek: ECy~szub-uM/nM,
1C;>20-100 uM) [35]. Tébb stabilizal6 agens szelek-
talni is képes bizonyos kvadruplex konformaciék
kozott, illetve némelyik konvertélni is képes azokat
egy masik tipusba, ha a komplex tigy stabilabb. A c-
MYC kvadruplex is stabilizalhato ilyen agensekkel;
TMPyP4-kezelés a c-MYC-expresszié jelentSs
csokkenésével jar MIA PaCa-2 és HELA S; sejtekben
[20]. A TMPyP4 egérmodellekben csokkenti a tu-
morndvekedés sebességét, és meghosszabbitja az
élettartamot [20]. DNS-chip-technikaval kimutat-
hat6, hogy a TMPyP4 sok mas gén regulacidjara is
hat (pozitiv vagy negativ iranyban), valészintileg
mas kvadruplex régidkkal valé kolcsonhatasokon
keresztiil [20]. A ¢-MYC esetében részletes vizsga-
latok egyértelmten igazoltak, hogy a c-MYC-exp-
ressziot csokkentd és in vitro G-kvadruplex-speci-
ficitassal rendelkezé molekuldk az NHE III, elem-
ben kialakulé kvadruplexszel valé interakcion
keresztiil hatnak [20]. Az eredetileg a c-MYC
kvadruplex stabilizalaséara szerkezeti alapon megal-
kotott egyik kismolekula-gyogyszer jelenleg az
Egyesiilt Allamokban a klinikai els§ fazisban ki-
probalas alatt van [36].

Mivel az emelkedett c-MYC-szint pozitivan szaba-
lyozza a telomeraz enzim (hTERT) expresszidjat is,
ezért az immortalis sejtek telomerazaktivitdsa is
csokken TMPyP4 hatdsara [23]. Erdekes, hogy a
telomeraz (amely reverz transzkriptdz enzim)
szubsztratja az egyszalii telomer DNS (egy repe-
titiv (TTAGGG), szekvencia eml&sokben), amely-
ben szintén felépiilhet (stabilizalédhat) egy kvad-
ruplex, meggatolva ezzel a telomerdz miikodését
[21-23]. A ¢-MYC kvadruplex mellett a humén

]
CHy

TMPyP4

7. abra G-kvadruplex-interaktiv kismolekuldk szerkezete. A
telomestatin egy természetes metabolit (Streptomyces anula-
tus), ami kimagasloan erdsen kotédik néhany G-kvadruplexhez
(és feltekeredésiiket is képes indukdlni), valamint hatékony
telomerdzgitlo. A TMPyP4 és a Se2SAP szintetikus mole-
kuldk, és szintén nagy affinitdssal kotédnek bizonyos kvadru-
plexekhez; a Se2SAP képes kvadruplex szerkezeteket konvertil-
ni egymdsba, mig a TMPyP4 in vivo is hatékony antikarci-
nogén hatdssal rendelkezik.

telomer G-kvadruplex szerkezetének kutatdsa ju-
tott annyira elérehaladott allapotba, hogy gyogy-
szertervezésrll lehessen beszélni [12,15] (habar a
bcl-2 [14,37] és a HIF-1o [38] prométereket regulaléd
kvadruplexek részletes analizise is elkezd§do6tt).

A human telomer G-kvadruplex

A kromoszémak vége egy 5-8 kb hossztisagd, nem
kédolé szakasz, amely egy 100-200 nukleotidnyi
egyszéalid DNS-ben végzddik a 3' végen (a lancvégi
RNS-indité kivagéasa utani be nem po6tlédas miatt a
DNS replikacidjanal) [21]. Ez a specidlis DNS-sza-
kasz szamos fehérjével all kolcsonhatasban [39],
amelyek megvédik attél, hogy hibas DNS-ként
lebontésra keriiljon, illetve hogy a kromoszémak
ne fuziondljanak éltaluk, mert az mitotikus torések-
hez és apoptdzishoz vezetne. Ilyen duplaszali-
DNS-kot6 fehérje példaul a TRF1 és TRE2, mig egy-
szali-DNS-kot6 fehérjére példa a hPotl [21]. A telo-
mer DNS-lanc szomatikus sejtekben minden sejt-
osztédaskor ~50-200 bazisparral megrovidiil, és
egy kritikus szamu osztédas és telomerrovidiilés
utdn a sejt apoptézissal elhal. A telomerdz enzim
aktivitdsa szinte minden neoplasztikus elvéltozas-
nal jelen van, biztositva a telomervégek alland6
meghosszabbitdsat és igy a sejtek immortalitasat
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(néhéany sejt alternativ médon, a telomeraz nélkiil
is képes meghosszabbitani a telomervégeket).
Az enzim nem mikodik, ha kvadruplexstabilizald
agensek vannak jelen [21,23]. Az a telomeralapt
gyogyszer, amely kizdrdlag a telomerdz enzimet
gétolja, nem lenne kell6en hatékony, ezért olyan
molekulakat keresnek, amelyek a telomerek — mint
kiterjedt DNS-fehérje-komplexek — integritasat
bontjdk meg, és rovid id6 alatt apoptdzisra kény-
szeritik a sejtet. Tobb ilyen kvadruplexspecifikus
molekulat is taldltak, és hatadsukat annak tulaj-
donitjak, hogy ezek a molekuldk a duplaszald,
egyszala és kvadruplex DNS-ek kozotti egyensulyi
folyamatok befolyasoldsdn keresztiil a telomer-
szerkezet mint egész instabilitdsat okozzak [23].
Ezzel egybevago kisérleti eredmény, hogy TMPyP4
hatdsara rovid id¢ alatt kromoszémafizidra
jellemz& anafdzisd hidak jelennek meg [23]. Bizo-
nyos periléntipusti vegyiiletek a G-kvadruplexeket
feloldani képes helikazok aktivitasat is megakada-
lyozzak, ezaltal valdszintileg a telomerazfiiggetlen
(ALT) mechanizmust telomermeghosszabbitast is
gatolva [23].

8. dbra A humidin telomer G-kvadruplex DNS szerkezete K*
jelenlétében rontgen-krisztallogrifidis (A), Na* jelenlétében
oldatban NMR spektroszkopids (B) és a meghosszabbitott és
stabilizalt linc mérésével K* jelenlétében oldatban NMR spekt-
roszképids (C) modszerrel meghatdrozva. A Na'-ionos szer-
kezet 1in. kosdr tipusii kvadruplex, amely oldatban K* hatdsdra
két konformdcié keverékévé alakul. A Kr-ionos kristilyszerkezet
parhuzamos lancii, tin. propeller tipusii kvadruplex, és bizonyi-
tottan nem reprezentilja az oldatbeli viszonyokat. A K*-ionos
NMR-szerkezet tin. hibrid tipusii kvadruplex, és egyéb tech-
nikdkkal a humdn telomerre kapott eredményekkel dsszhangban
irja le a humdn telomer DNS szerkezetét. A telomer 3" végén
(D) lév6 egyszdlii (TTAGGG),-szekvencidk egymist stabilizdlo
G-kvadruplexekbe csavarodnak fel, és gitoljik a telomerdz
enzim miitkodését. A kvadruplex szerkezetek stabilizdldsa kis-
molekula-gyogyszerekkel daganatos elviltozisokban a telomer-
végek rovidiilését, telomerinstabilitdst és apoptozist okoz.

A K* jelenlétében megval6sulé human telomer
G-kvadruplex szerkezet (8C. dbra) 2006-ig nem allt
rendelkezésre [12], igy az eddig kiprébalt gyogy-
szermolekuldk csak részleges sikereket konyvelhet-
tek el [21,40]. A Na* jelenlétében megoldott oldat-
szerkezet (8B. dbra) [41] 1993, mig a K*-oldatbol
kristalyositott kvadruplex szerkezete [42] 2002 6ta
ismert. Ez a két szerkezet alapvetSen eltér, és
fiiggetlen mérések azt bizonyitottadk, hogy egyik
szerkezet sem felel meg a K*-oldatban ténylegesen
jelen 1évé konformacidnak [43]. A fizioldgidsan
relevans szerkezet meghatdrozasa az eredetileg
vizsgalt alapszekvencia kiterjesztése (stabilizalasa)
altal valt lehetségessé. Ez a megkozelités a nativ
telomerben egymast stabilizdlé kvadruplexek
kozotti molekuléris kolcsonhatasokat proébalta
utdnozni (8D. dbra). A megfejtett topologia a
G-kvadruplexek csalddjadban eddig nem ismert
szerkezetet mutat (8C. dbra), amely lehetSséget
teremt a szerkezetalapt gyoégyszertervezésre, illet-
ve hogy kezdetleges képet alkothassunk az eml&s-
telomerek DNS-komponensének kiterjedtebb tér-
beli szerkezetérdl (8D. dbra) [12].

Osszefoglalas

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a DNS-kvad-
ruplexek olyan regulaciés szerkezeti elemek, ame-
lyek a DNS térbeli szerkezetén keresztiil modulal-
nak bizonyos biolégiailag fontos és kozponti
transzkripciés mechanizmusokat és enzimaktivita-
sokat. Ez a DNS-strukttra érzékeny a DNS szek-
venciajara (mutécidjara), stabilizalé kismolekulak-
ra és fehérje-kolcsonhatdsokra. Az esetlegesen jelen
1év6 endogén kvadruplexstabilizalé kis- és makro-
molekuladk feltérképezése sziikséges 1épés lesz a
kapcsol6ddé szabalyozasok teljes megértéséhez.
A gyakran szokatlan baziskapcsolatokkal megvalo-
sul6 nem regularis DNS/RNS-konformaciok léte és
biolégiai szerepe példa arra, hogy a természet akar
négy (vagy még kevesebb) nukleotid felhaszna-
lasaval is hanyféle értelmes és funkciéval rendel-
kez6 szerkezetet volt képes létrehozni. Az a nézet is
kezd er6sddni, hogy a guanin specidlis tulajdon-
sagai tehették potencidlisan lehetévé az RNS-alapu
vildgnak DNS-alaptra valé konverzigjat [4,6].

A guaninszarmazékok nagymértékii asszocidci-
6s/polimerizacios készsége a tudomany és techni-
ka maés teriileteit sem hagyta érintetleniil. Tobbek
kozott szintetikus ionspecifikus membran-ion-
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Osszefoglalas

Ez a cikk a legtjabb eredményeket foglalja &ssze,
amit a Michigani Egyetem Orvosi és Biologiai Tu-
doményok Nanotechnolégiai Intézete ért el a den-
drimeralapti nanomedicina teriiletén. Otodik ge-
neraciés (G5) poli-amido-amin (PAMAM) den-
drimeralapt, gydgyszerhatéanyagok célzott bevi-
telét biztositd makromolekula tervezését, szin-
tézisét, jellemzését és bioldgiai bevizsgalasat (in
vitro és in vivo teszteredményeit) ismerteti.
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Summary

This paper provides an update and summary of
the advancements made in dendrimer-based
nanomedicine by the Michigan Nanotechnology
Institute for Medicine and Biological Sciences.
A description of improvements in design, syn-
thetic workup, and characterization of targeted
drug delivery systems is given. Summarized
findings of preliminary in vitro and in vivo bio-
logical testing of devices utilizing methotrexate
(MTX) are also presented.

Progress within the field of dendrimer-based
nanomedicine has advanced rapidly over the past
decade. The multifunctionality of these star-shaped
dendron-arm macromolecules allows for a variety
of diverse usages including drug delivery, gene
therapy, protein-receptors, catalysts, and imaging.
While an array of dendritic macromolecules contin-
ue to be studied for use as carriers for an assortment
of drugs, targeting moieties, and imaging units
[1-4]. The poly(amidoamine) (PAMAM) dendrimer
has proven to be one of the most successful carriers
for delivery of multiple agents within the body.
These carriers may be utilized for both non-specific
drug delivery, and controlled, targeted drug deliv-
ery. The nano-scale proportions of these dendrimers
mimic those of biomolecules within the body, allow-
ing for increased biocompatibility. The characteristic
non-toxicity and high biocompatibility of this den-
drimer makes it an optimal choice for use as a carri-
er for targeted, controlled delivery of chemothera-

peutic drugs within the human body. Molecular
engineering affords us the capability of synthesizing
complex yet well-defined devices, which is a key
principle of targeted drug delivery technology and
dendrimer-based nanomedicine [1].

Synthesis of targeted, controlled delivery devices
requires partial acetylation to neutralize a large
fraction of the dendrimer surface, thereby prevent-
ing non-specific interactions during drug delivery
and increasing solubility in reaction of dye conjuga-
tion. The remaining non-acetylated primary amino
groups on the dendrimer surface may then be uti-
lized for the conjugation of various functional mol-
ecules [5,6]. The characteristic multi-valency of the
PAMAM dendrimer also serves to facilitate the
addition of functional molecules. In our studies,
the functional molecule folic acid (FA) was attached
to the dendrimer for site-specific targeting of the
membrane-associated folate receptors (folate bind-
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ing proteins), over-expressed in many types of can-
cer cells. Fluorescein isothiocyanate (FITC) was uti-
lized as the imaging unit for each device, and the
chemotherapeutic drug MTX was additionally con-
jugated to induce cellular cytotoxicity. MTX pre-
vents cell proliferation and induces cytotoxicity
through a variety of mechanisms primarily by
inhibiting the enzyme dihydrofolate reductase
(DHR), which decreases the number of reduced
folates available for biosynthesis of nucleic and
amino acids. Ester bonds, as opposed to amide
bonds (previously utilized by Fréchet and col-
leagues as a drug-carrier linker) were used for drug
conjugation. Detailed device syntheses have been
previously published [5].

Dendrimer Synthesis

PAMAM dendrimers are synthesized from an ini-
tiator ethylenediamine (EDA) core with four den-
dron arms radiating from it. Michael addition of
methyl acrylate (MA) and condensation (amida-
tion) reactions of the resulting methyl ester with
large excesses of EDA produce each full generation.
Repetition of this reaction sequence generates a
highly branched macromolecule terminated in pri-
mary amino groups which may be activated for
attachment of a variety of functional molecules
(imaging, targeting, drug, sensors). The intrinsic
repetition of synthetic steps has made it possible to
derive mathematical equations for the precise
description of dendrimer theoretical structure [7].

Each successive reaction sequence theoretically
doubles the number of primary amino groups pres-
ent in each generation. Non-specific drug delivery
relies on the primary (surface) and tertiary (interi-
or) amino groups of the dendrimer and their
responsiveness to changes in pH. Drug release by
non-specifically targeted PAMAM dendrimers is
triggered by low pH [6,8,9].

The prepared G5 PAMAM dendrimer (detailed
synthesis described elsewhere) was partially acety-
lated in order to neutralize the dendrimer surface,
increase solubility in reaction of dye conjugation,
and prevent non-specific targeting interactions
[5,6]. Theoretically, the G5 PAMAM dendrimer has
128 primary and 126 tertiary amine groups. These
values can be determined through the use of math-
ematical models. Potentiometric titration was used
to establish the number of primary amines (110) on
the G5 PAMAM dendrimer surface, so that a stoi-
chiometric relationship between the number of pri-
mary amines and acetic anhydride (Ac) (used to
cap a fraction of the surface amines) could be deter-
mined [6]. A ratio between dendrimer and acetic
anhydride was established such that acetylation of
approximately 82 primary amines was achieved.
The remaining primary amines were utilized for
the conjugation of various combinations of the
functional molecules: FA, the targeting molecule,
FITC, the imaging molecule, and MTX, a
chemotherapeutic drug. A reaction scheme for syn-
thesis of dendritic devices is given in Figure 1.
Attachment of either FA or FITC occurs prior to

Istvan J. Majoros received his M.S. in Chemical Engineering in 1971. He earned
his PhD degree Summa Cum Laude in 1979, which focused on Organic/Polymer
Chemistry. He subsequently built up extensive research experience in industry
and as a faculty member of the Kossuth Lajos University in Debrecen, Hungary.
From 1990 to 1998 he was a Visiting Professor of Polymer Science at the
University of Akron, Ohio, where he synthesized of highly ordered polymer
structures and worked on the characterization of multi-arm star polymers. He
joined the Center for Biologic Nanotechnology in 1998 as a Research Associate II

and has worked steadily on the design, synthesis and characterization of novel hybrid dendritic macromolecules. In 2001

he was appointed a Research Investigator in the Division of Allergy, Department of Medicine, and the Center for Biologic
Nanotechnology, and has set up a unique and flexible HPLC-GPC system with UV, RI, and MALLS detectors. He pub-
lished twenty-three peer-reviewed papers on macromolecular structures, polymer synthesis and purification, recently co-
authored a book chapter on dendrimers and supramolecular polymer structures, and has been awarded fourteen patents
worldwide and submitted four US patents. He has extensive experience in conceptualizing new molecular designs, con-
ducting multi-step syntheses, designing technologies, and managing plants with production scales of up to 150 tons per
day. He has trained and supervised BS, MS and PhD level student chemists, chemical engineers, and technicians. (On the
picture you can see I. . Majoros — right, and J. R. Baker, Jr. — left).
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GE
GB-Ac(82)
GS-Ac(B2)-FA GE-Ac(BZ)-FITC
GS-Ac(B2)-FA-OH G5.Ac{82)-FITC-FA G5-Ac{82)-FITC-OH
G5-Ac(B2)FA-OH-MTX: G5-Ac{B2)-FITC-FA-OH
G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX*

Figure 1 Scheme for synthesis of dendritic devices utilizing
MTX as the chemotherapeutic drug. Superscript e signifies
conjugation through an ester bond. Final products: G5-Ac(82)-
FA-OH-MTX®, will serve as a candidate device for in vitro, in
vivo studies and clinical trials; G5-Ac(82)-FITC-OH-MTX",
served as a control device for in vitro and in vivo studies, G5-
Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX® served as an experimental device
for in vitro and in vivo studies.
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Figure 2 Chemical structure of the trifunctional nanodevice,
G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX".

Methotrexate
(ester-linked
therapeutic agent)

Folic acid
(amide-linked targeting agent)

G5-poly(amidoamine)
(dendrimer platform)

Figure 3 3D computer model of the trifunctional nanodevice.

conjugation of MTX. The structure of the resultant
dendritic devices is depicted in Figures 2 and 3.

G5-Ac(82)-FA-OH

Conjugation of FA to the partially acetylated den-
drimer produced the monofunctional device G5-
Ac(82)-FA. FA was attached in two consecutive
steps. Conjugation was carried out via the y-car-
boxyl group of FA and the primary amino groups
of the dendrimer. First, FA-active ester was synthe-
sized through reaction of FA with 14-fold excess of
1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethyl-carbodiimine
(EDC) active ester forming agent, in a mixture of
DMF and DMSO at room temperature. This solu-
tion was then added dropwise to an aqueous solu-
tion of the partially acetylated G5 dendrimer dis-
solved in DI water. Addition of glycidol to the puri-
fied monofunctional device produced the hydroxy
functionalized G5-Ac(82)-FA-OH necessary for
conjugation of drug via an ester bond.

G5-Ac(82)-FITC-OH and G5-Ac(82)-FITC-FA-OH

After reaction of FITC with the partially acetylated
dendrimer and intensive purification, G5-Ac(82)-
FITC was produced. The formed thiourea bond
was stable during investigation of the devices.
Additionally, the bifunctional device G5-Ac(82)-
FITC-FA was formed after the attachment of FA to
the monofunctional device. After conjugation of
FITC and FA, the dendrimer was fully acetylated
again as needed for use as a control device for in
vitro cytotoxicity study, following the reaction
sequence described previously [8]. In another reac-
tion pathway the partially acetylated G5-Ac(82)-
FITC and G5-Ac(82)-FITC-FA were glycidolated to
form the monofunctional device G5-Ac(82)-FITC-
OH, and the bifunctional device G5-Ac(82)-FITC-
FA-OH, converting the remaining primary amino
groups to alcohol groups. The conjugation of glyci-
dol to the partially acetylated devices was a neces-
sary precursory step to attaching MTX via an ester
linkage, eliminating the remaining NH, to avoid
any unwanted nonspecific targeting within the bio-
logical system.

G5-Ac(82)-FA-OH-MTX*, G5-Ac(82)-FITC-OH-MTX*
and G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX®

MTX has been attached to the glycidolated mono-
functionalized devices G5-Ac(82)-FA-OH-MTX* and

11
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G5-Ac(82)-FITC-OH-MTX®, and the bifunctional
device G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX® through ester
bonds. MTX was conjugated utilizing an ester link-
age, as a test for improved cleavage as compared to
MTX conjugation to the dendrimer via an amide
linkage. The MTX is attached by use of EDC chem-
istry as previously described for conjugation of
MTX to the acetylated bifunctional dendritic device
with an amide link [5].

Characterization of dendrimers

GPC analysis has determined the number of conju-
gated FITC, FA, glycidol and MTX to be: FITC: 5.8,
FA: 5.7, OH: 28-30, and MTX®: 5-6. The number of
conjugated molecules determined by GPC was
slightly higher than assumed; most probably due to
the effect of citric acid in the eluent, which has
varying effects dependent on the device in ques-
tion. The numbers of conjugated molecules deter-
mined by GPC have been used in combination with
values obtained through analysis of NMR and UV
spectra to precisely determine the number of each
functional molecule attached to the dendrimer [5].

The UV spectra for free FA, MTX and FITC and that
of G5-Ac(82), mono-, bi- and trifunctional dendrit-
ic devices indicated proper coupling in the dendrit-
ic substance. The defining peaks for FA appear at
precisely 281 nm and 349 nm; for MTX at 258 nm,
304 nm and 374 nm; and for FITC at 493 nm. The
distinguishing peaks in dendritic devices visible
for FA, FITC and MTX are dependent on the conju-
gation of each molecule to the dendrimer. The addi-
tive properties of UV spectra (described elsewhere)
allowed for comparison of the spectra of free mate-
rial to dendrimer-conjugated material in order to
establish whether or not the functional molecule(s)
in question had been attached to the dendrimer.
G5-Ac(82), the carrier dendrimer demonstrates no
characteristic peaks above 300 nm. Conjugation of
FITC to the carrier forms the monofunctional
device G5-Ac(82)-FITC. The characteristic peak of
free FITC (493 nm) is shifted to 500 nm upon conju-
gation to the carrier dendrimer. Building upon this
same principle, the attachment of FA, to form the
bifunctional device G5-Ac(82)-FITC-FA, shifts the
peak from 349 nm for free FA to approximately 358
nm for conjugated FA. The location of the other
peak characteristic of free FA, 281 nm, remains
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unchanged in the conjugated device, and the peak
for conjugated FITC in spectrum B is shifted to 502
nm. The trifunctional device G5-Ac(82)-FITC-FA-
MTX¢ also has slightly shifted peaks. Peaks for con-
jugated MTX appear at 262 nm and 304 nm, peaks
representing a combination of the conjugated MTX
and FA converge at 372 nm, and a peak occurs at
505 nm for conjugated FITC. UV spectroscopy per-
mits identification of what has been attached to the
dendritic carrier through comparison of the charac-
teristic absorption peaks of each functional group
and the carrier after conjugation has occurred. UV
spectroscopy also allows us to determine how the
wavelength at which maximum absorption occurs
for each attached function is affected by its conju-
gation to the dendrimer.

Comprehensive high-performance liquid chro-
matography (HPLC) analyses were performed
on PAMAM dendrimer-based multifunctional
devices. Methods were developed for detection
and separation of various surface functionalized
dendrimer conjugates and small molecules (FITC,
FA, and MTX) using a common gradient [10].
Additionally, 'H NMR, size exclusion chromatogra-
phy (SEC), and capillary electrophoresis (CE) was
extensively utilized to determine the structures,
molecular weight, molecular weight distribution,
and molecular heterogeneity of each intermediary
and final products [6,11,12].

Applications

In vitro studies

The cellular uptake and cytotoxicity of an engi-
neered multifunctional dendritic nanodevice con-
taining FA as the targeting molecule, MTX as the
chemotherapeutic drug, and FITC as the detecting
agent was studied in vitro [13]. FITC and FA were
conjugated to the G5 PAMAM dendrimer through
amide linkage and MTX through ester linkage to
generate the trifunctional dendrimer G5-Ac(82)-
FITC-FA-OH-MTX¢. This trifunctional dendrimer-
drug conjugate bound to FA receptor-expressing
KB cells in a dose-dependent and saturable man-
ner. Confocal microscopic analysis demonstrated
cellular internalization of the conjugate. G5-Ac(82)-
FITC-FA-OH-MTX°® induced a time- and dose-
dependent inhibition of cell growth in KB cells. The
targeted dendrimer-conjugates G5-Ac(82)-FITC-
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Figure 4 Dose-dependent binding of G5-Ac(82)-FITC-FA-
OH-MTX* in KB cells. The cells were maintained under FA-
free medium and incubated with different concentrations of the
indicated dendrimers for 1 hour. The cells were then rinsed and
resuspended in PBS and the fluorescence was measured in a
flow cytometer (panel A). In panel B, the mean cell fluores-
cence after normalized for the fluorescence of standard solu-
tions of the dendrimers is presented.

FA-OH-MTX* and G5-Ac(82)-FA-OH-MTX® inhibit-
ed cell growth in KB cells, whereas the non-target-
ed G5-Ac(82)-FITC-MTX failed to induce growth
inhibition. These studies show the potential of G5-
Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX® or G5-Ac(82)-FA-OH-
MTX® for targeting and growth suppression of
tumor cells which over express FA-receptors. The
devices are effective in the specific targeting and
killing of tumor cells that over express the FA-
receptor.

Cellular uptake of the dendrimer-drug conjugates

The cellular uptake of the dendrimers was meas-
ured in KB cells which express a high cell surface
FA-receptor (FAR) [14]. The FA-conjugated den-
drimers bound to the cells in a dose-dependent
fashion, with 50% binding at 10-15 nM for both the
G5-Ac(82)-FITC-FA and G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-
MTX¢, while the control dendrimer G5-Ac(82)-FITC

was not detected in the KB cells (Figure 4A).
Identical binding curves were obtained for the G5-
Ac(82)-FITC-FA and G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX*®
when the fluorescence obtained was normalized
for the quenching observed in the standard solu-
tions of the dendrimers (Figure 4B). Analysis of the
kinetics of the binding of the G5-Ac(82)-FITC-FA-
OH-MTX¢ (100 nM) showed that maximal binding
was achieved within 30 minutes (data not shown),
which is similar to reports for the binding of free
folate.

In order to confirm the receptor specificity for the
conjugate, the effect of free FA on the uptake of the
dendrimers was tested in KB cells that express both
high and low FAR. The binding of the conjugates to
the low FAR-expressing KB cells was 30% of that of
the high FAR-expressing cells for both the G5-
Ac(82)-FITC-FA and G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX*
(Figure 5, left panel). 50 ptM FA completely blocked
the uptake of either targeted dendrimers (30 nM) in
both the low- and high-FAR-expressing cells
(Figure 7, right panel).

The binding and internalization of the conjugates
to KB cells was also assessed by confocal micro-
scopy. As shown in Figure 6, conjugates containing
the targeting molecule FA internalized into the cells
within 24 hours.

400
I |l High FAR-expressing cells

350 B Low FAR-expressing cells

300 Control Preincubated with
| GEFIFA 50 HM FA

z

G5-FFA

Mean fluorescence
%]
o
Q

G5-FI-FA-
‘ FBS MTX  GBFIFA  GSF
-] -} - &5

Figure 5 Effect of free FA on the uptake of G5-Ac(82)-FITC-
FA and G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX° in KB cells expressing
high- and low-FAR. KB cells which express high (solid bars)
and low (shaded bars) FAR were incubated with 30 nM of the
dendrimers for 1 hour at 37 °C, rinsed, and the fluorescence of
cells was determined by flow cytometric analysis (left panel).
Pre-incubation with 50 uM free FA for 30 min totally prevents
cellular binding and uptake of the polymer conjugates (right
panel).
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As compared to the cells treated with the control
conjugates, the cells exposed to G5-Ac(82)-FITC-FA-
OH-MTX® were less adherent and rounded up, indi-
cating cytotoxicity induced by the drug-conjugate.

In vivo studies

In vivo mouse trials utilizing saline, free drug or
nanodevice have been performed. The trials served

—

Z0pm

20pm

Figure 6 Confocal microscopy of KB cells treated with den-
drimer-conjugates. KB cells were incubated with 250 nM of the
indicated dendrimers for 24 hours and confocal images were
taken. The left and right panels under each treatment represent
FITC fluorescence and a differential interference contrast
(DIC) image of the same observation field. Panel A: PBS,
Panel B: G5-Ac(82)-FITC, Panel C: G5-Ac(82)-FITC-FA,
Panel D: G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX*.(White bars in the
lower right corner indicate a length of 20 um.)
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to determine the (1) drug effectiveness utilizing this
particular delivery device/method, (2) in vivo tar-
geting capabilities of an FA-conjugated device, and
(3) systemic toxicity of the nanodevice. Human KB
cells over-expressing the high affinity folic acid
receptor (FAR) were injected into CB-17 SCID mice
at a volume of 5 x 10° KB cells in 200 ul saline sus-
pension after 21 days of folate-deficient diet [15].
After day 4 of tumor cell injection, mice received an
injection via the tail vein twice weekly of saline, free
drug, or nanodevice. Injections consisted of doses
of equimolar concentration (in 200 pl of saline per
20 g mouse) of free MTX, the experimental nanode-
vice (G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX*), nanodevice
without the imaging molecule FITC (G5-Ac(82)-
FA-OH-MTX°), nanodevice without the drug MTX
(G5-Ac(82)-FITC-FA), nanodevice without target-
ing molecule FA (G5-Ac(82)-FITC-OH-MTX®), or
saline as a control.

Discussion

The observations that G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-
MTX¢ bound to FA-expressing cells in a time- and
dose-dependent fashion, that the control den-
drimer G5-Ac(82)-FITC failed to bind to KB cells,
that G5-Ac(82)-FITC failed to associate with KB
cells that do not overexpress FAR, and that free FA
competed with the conjugate for binding (Figures 4
and 5), all indicate specific, receptor-mediated
binding of the conjugate. The concentration-
dependent, saturable binding of the conjugate is
similar to previous results obtained for the binding
of free FA in KB cells [16,17]. G5-Ac(82)-FITC-FA
and G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX® bound to the
KB cells with similar binding curves (Figure 4B),
indicating that the addition of MTX did not alter
the affinity of the conjugate. Confocal microscopic
analysis demonstrated internalization of the den-
drimers and the possibility of utilizing the nanode-
vice as an intracellular drug delivery agent.

One of the limiting factors in the application of an
anti-folate such as MTX is the development of drug
resistance. Our results suggest that the MTX on the
dendrimer surface is primarily carried into the cell
through FAR-mediated endocytosis with minimal
participation of the RFC (Reduced Folate Carrier).
FAR is known to not be involved in MTX-induced
drug resistance [18]. Therefore the drug resistance
due to the altered expression of RFC [19] may be
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overcome in targeted therapy using the conjugate.
Similarly, as the conjugate retention in the cell is
independent of polyglutamation, the resistance
caused by reduced polyglutamation, similar to that
which has been observed in multiple human
leukemia cells [20] can be avoided.

These results demonstrate the applicability of den-
drimers as suitable macromolecular polymers for
the specific delivery of molecules capable of target-
ing, imaging, and killing cancerous cells. The
development of a multifunctional dendrimer con-
jugate is promising for combining cancer imaging

Figure 7 Mice administered either free MTX (15 mg/kg) (A)
or G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX® (3 mg/kg) (B). Progress of
treatment with Gb5-Ac(82)-FA-OH-MTX® within a 22 day
period. (C, D).

and targeted drug delivery. Targeted drug delivery
may also help overcome forms of drug resistance
caused by free drug, and help eliminate non-specif-
ic cytotoxicity caused by free drug interacting with
healthy cells.

In vitro cytotoxicity assays have shown, as predict-
ed, that the nanodevice lacking the targeting mole-
cule FA (G5-Ac(82)-FITC-OH-MTX®) fails to induce
cytotoxicity, as it has no means of entering the cells.
Administration of free MTX produced great hair
and weight loss, and failed to induce comparable
cytotoxicity to the targeted nanodevice G5-Ac(82)-
FITC-FA-OH-MTX® when examined on the same
day (Figures 7A and 7B). Nanodevices containing
FA for targeting of the over-expressed FAR in KB
cells (G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX® and G5-Ac(82)-
FA-OH-MTX*) however, were able to induce cyto-
toxicity, as they were able to enter cells (Figure 7B).

Results of the in vivo mouse trial indicate that treat-
ment with the bi- and trifunctional nanodevices G5-
Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX® and G5-Ac(82)-FA-OH-

MTX¢, showed statistically significant (P<0.01-0.05)
slowing of tumor growth as compared to treatment
with equimolar concentrations of free drug. One
significant outcome of this trial was occurred on
day 39, where a mouse receiving intravenous doses
of the nanodevice G5-Ac(82)-FA-OH-MTX® was
completely cured, with the tumor remaining un-
palpable for the 20 following days. Figure 7C and
7D demonstrates progress of treatment with
G5-Ac(82)-FA-OH-MTX® within a 22 day period.
Results of this trial confirm the effectiveness of
these targeted nanodevices as chemotherapeutic
drug delivery agents. At 84 days, 3 out of 8 mice
were alive in the group receiving G5-Ac(82)-FA-
OH-MTX®, 4 out of 8 mice were alive in the group
receiving G5-Ac(82)-FITC-FA-OH-MTX®, and one
mouse out of 7 was alive in the group receiving G5-
Ac(82)-FITC-FA, the drug free control. Forty-four
percent of the mice receiving the drug-containing,
targeting, nanodevices are alive at day 84, which
indicates that these nanodevices delay tumor
growth by at least 30 days based on an end-point
volume of 4 cm®.
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A Véndorgyilés felhivasa, illetve a jelentkezési lap az egyesiilet honlapjérdl (http://www.mbkegy.hu)

t6lthetd

e. A jelentkezési lap a szdllaslehetéségeket is tartalmazza a konferencia résztvevéi szémdra.

A rendezvény programijdt, valamint az el8adékat és az eléaddsok/poszterek dsszefoglaléit az egyesiilet
folyéirata, a Biokémia, 2007. évi 3. szama fogja kézdIni. A Vandorgy(lés dokumentumai (el8zetes prog-
ram, végleges program, hasznos informécidk, az esetleges valtozdsok stb.) az egyesilet honlapjdn lesznek

elérhetdk.

Kérjik, hogy az érdekl6d8k a jelentkezési lapot, illetve az el8addsok (poszterek) &sszefoglaldit
2007. majus 31-ig kildjék el a kdvetkezd e-mail cimre: ekho94@t-online.hu. (Az ,izenet térgya”
mez8be kérjik, irjdk be: ,MBKE 2007") Kérjik tovdbbd, hogy intézetikben a biokémia irdnt érdek

kollégdk figyelmét sziveskedjenek felhivni a konferencidra.

8ds

Fésis Laszlé
az MBKE elndke

Buday Ldszlé Gergely Pdl

az MBKE fétitkéra a Szervezdbizottség elnske
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Nemzetkdzi nyomelem-kutatasi rendezvény

Tijékoztaté a ,,Mikroelemek a taplaléklancban” cimii nemzetkozi szimpoziumrol

Az MTA Mikroelem Munkabizottsaga és az MTA
Anyag- és Kornyezetkémiai Intézete Budapesten,
2006. méajus 25-27-én az MTA Székhéazaban rendezte
a Nyomelemek a taplaléklancban cimti nemzetkozi
szimpé6ziuméat (Trace Elements in the Food Chain,
tefc2006). Az MTA Mikroelem Munkabizottsaga
mikroelem témakorben évtizedek oOta, altalaban
kétévenként szervez hasonl6 rendezvényt. A Mun-
kabizottsag feladatanak tekinti, hogy lehet&séget
kinaljon a mikroelemek biol6giai hatasaival kapcso-
latos kutatdsi eredmények kozreadasara, hazai és
kiilfoldi érdekl6ddk szdmara egyarant.

A legutobbi rendezvény kiilondsen jo lehetdséget
nydjtott a kiilonbdz6 témakordkben, a mikroele-
mekkel Osszefliggésben 1étrejott legtjabb eredmé-
nyek ismertetésére, illetve azok integraldsara. Az
alabbi témacsoportokat hirdettiik meg: (1) Anyom-
elemkutatds mddszertani vonatkozésai. Specidcio.
(2) A nyomelemkutatds kornyezettudomanyi vo-
natkozdsai. Viz, talaj, mikroorganizmusok, nové-
nyek. (3) A nyomelemek a human taplalkozasban,
az allati takarmanyozéasban. Kolcsonhatéasok, élel-
miszer-biztonsag, élelmiszer-, takarmanykiegészi-
ték. (4) Nyomelemek az ember és az allatok
egészségi allapotaval Osszefiiggésben.

A szimpéziumot Medzihradszky Kalman akadémi-
kus, osztalyelnok tdr nyitotta meg. A rendezvény
két nyit6é elSadasat a szakteriilet két prominens
kutatdja tartotta: Manfred Anke (Friedrich Schiller
University, Jena) a molibdén kornyezeti és taplal-
kozastani szerepét tekintette 4t, Domy C. Adriano
(University of Georgia, Aiken, USA) pedig metal-
loidokkal és nehézfémekkel szennyezett teriiletek
remedidciés lehet8ségeirdl szolt. Ezt kdvetSen az
el6adasok 6t szekcidba szervezve zajlottak. A sze-
lén taplaléklancban betoltott szerepével 7 elGadas
és 6 poszter, az arzén hasonlé szerepével 2 elGadas
foglalkozott, a nyomelemek mddszertani vonatko-
zésaira 2 el6adas és 5 poszter tért ki. A konferencia
vitathatatlanul legtobb prezentaciét felvonultatd
része a nyomelemkutatas kornyezeti vonatkozasait
targyald szekcié volt, ahol 6 el6adas mellett 40
poszter szerepelt. Hasonléan népes bemutatét von-
zott a nyomelemek emberi és éllati taplalkozasban
betoltott szerepével foglalkozé szekceid, ahol 11 els-
adast hallhattunk és 23 posztert tekinthettiink meg.

Nagy szakmai elismerést és dromet jelentett sza-
munkra, hogy a résztvevék megértették elképze-
lésiinket, szandékainkat, és a nyomelemkutatas
széles teriileteirdl érkeztek kéziratok és érdekls-
dék. A 134 résztvevs 18 orszagbol érkezett. A szim-
pozium résztvevdi a regisztralaskor kézhez kaptak
a végleges tudomanyos programot, az el6adasok
Osszefoglal6it tartalmazé 88 oldalas kotetet és az
534 oldalas, lektoralt dolgozatokat tartalmazé kiad-
vanyunkat [1], valamint a konferencia jellegzetesen
magyar vonatkozdsd emléktargyat, egy nyakba
akaszthat6 tarsolylemezt, amely egy honfoglalas-
kori lelet méasolata.

Hdrom tag a konferencia tudomdnyos és szervezd bizottsd-
gaibol: Pais Istvdn, Huszti Zsuzsanna és Szildgyi Mihdly (bal-
rél jobbra).

Orémiinkre szolgélt, hogy az egyes témakorok ha-
zai és kiilfoldi szakértdi elfogadtak meghiva-
sunkat. Ohatatlan elfogultsdgunk ellenére megél-
lapithatjuk, hogy rendkiviil héatranyos kutatasi
koriilményeink ellenére hazankban a mikroelem-
kutatds komoly, elismerésre mélté eredményeket
ért el, amelyek révén nemzetkozi Osszehasonlitas-
ban is el6kelS helyen szerepeliink. A résztvevék —
koszonetiik kinyilvanitdsa mellett — javasoltak,
hogy a rendezvényt a jovében hasonlok kovessék.
A tisztelt érdeklédSk kiadvanyunkat megtekint-
hetik a konferencia honlapjan [2].

Irodalomjegyzék

[1]  Szildgyi, M., Szentmihalyi, K. (Eds.) (2006) Proceedings,
International Symposium on Trace Element in the Food Chain
(Working Committee on Trace Elements / Institute of Materials
and Environmental Chemistry, Humgarian Academy of Science,
Budapest) ISBN 963 7067 132.

[2]  http:/fwww.chemres.hu/tefc2006

Szilagyi Mihdly
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Analég vegyuletek a gyogyszerkutatasban

J. Fischer, C. Robin Ganellin (Eds.):
ANALOGUE-BASED DRUG
DISCOVERY

(Konyvismertetés)

Wiley-VCH Verlag, Weinheim, Germany, 2006

A gyobgyszerfejlesztés tudomanyteriiletére nézve
jelent8s, magyar vonatkozasd konyv latott napvila-
got a Wiley kiadéndl a mdlt évben: a Fischer Janos
(Richter Rt.) és C. Robin Ganellin (University
College, London, UK) szerkesztésében kiadott
Analogue-based Drug Discovery (Analdgalaptd gyogy-
szerkutatds) cimd munka. A szerzék a gyogy-
szervegytiletek kutatdsi-fejlesztési teriiletének ve-
zet6 szakemberei, s a konyvben szereplS 19, rész-
letesen ismertetett gyogyszertipus koziil 9 bemu-
tatdsat olyan kutat6tol olvashatjuk, aki kulcs-
szerepet toltott be az adott vegyiiletcsalad fel-
fedezésében. Nem kivétel ez aldl a két szerkeszt§
sem: C. Robin Ganellin egyebek kozott — Graham J.
Durant és John C. Emmett mellett — a gyomor-
savtermelést visszaszoritd, s igy a gyomorfekély
miitétet kivalt6 gyodgyszeres kezelését lehet6vé tevd
cimetidin felfedez&je, Fischer Janos pedig hazai
vezet§ kardiovaszkularis gyégyszerek (ACE-gatld
vérnyomascsokkentdk) fejlesztésének résztvevdije.
A szerkeszt6 Fischer Janos mellett a konyv 28
szerzGje koziil 11 tovabbi fejezetir6 magyar, részint
a Richter Gedeon Rt., részint a Semmelweis Egye-
tem és a budapesti Szent Janos Kérhdz munkatarsai.

A konyv els6 harom fejezetében a szerkesztSk pon-
tos definiciét adnak az ,analog” kifejezésre, és is-
mertetik a teriilet altalanos jellemzgit és torténetét.
A Kklasszikus definicié szerint analégnak tekinthetd
az a gyogyszer, amely szerkezetében vagy bioldgiai
tulajdonsagai tekintetében hasonlé egy korabbi
gyogyszervegylilethez. A monografia ezen beliil a
szerkezeti és farmakologiai értelemben egyarant
analog gyogyszerekre fokuszal. Amint kittinik be-
16le, az analogtervezés fontos szerepet jatszik a
gyogyszerkémidban és a gyogyszeres terapidk fej-
lesztésében. Kival6 attekintést olvashatunk a
kvantitativ szerkezet-hatas-Osszefliggésvizsgalatok
(QSAR) héskorabdl is kozismert Camille-Georges
Wermuth tolldbdél a gydgyszeranaldgok tervezé-
sének kémiai eszkoztarardl, s hasonldéan érdekes be-
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Jinos Fscher and C.hubin Ganclln. w3 SZakterlilet — illetve a
Analogue-based QSAR, az abszorpcids-
Drug Discovery eloszlasi-metabolikus-

_ kivélasztasi (ADME)
tervezés, a kombinato-
rikus kémia és nagy
hatékonysagu tesztelés
(HTS), valamint a bio-
informatika (kemoge-
nomika) gyégyszerfej-
lesztési alkalmazasai-
nak tertilete — masik ki-
emelked$ alakja, Hugo Kubinyi is. Egyes hato-
anyagok (10 analogkategéridban 65 vegyiilet)
szerkezet-hatas-Osszefliggéseit (SAR) tarja fel John
R. Proudfoot fejezete, &m csupén a legegyszertibb
kémiai deszkriptorok (hidrogénkotés-akceptor és
-donor tulajdonsagok, lipofilitds és molaris tomeg)
alapjan. Ezt kovetSen a kutatds és az ipar adott
teriileten vezet§ személyiségei részletesen ismer-
tetik az egy-egy analdg hatéanyag kapcsan végzett
fejlesztéseket. Igy a szerkezeti optimalas és a gy6-
gyaszati hattér részleteit leiré egyes fejezetek torté-
neti szempontbdl is érdekesek, s a monografia egé-
sze attekinti a hatéanyag-fejlesztésben korébban al-
kalmazott és jelenlegi stratégiakat. Kitér a hiszta-
minantagonistdk, az angiotenzinreceptor- és ACE-
inhibitorok, a protonpumpagétlok és béta-blok-
kolék, a kalciumantagonistdk, az opioidok, a ki-
nolon tipusu antibiotikumok, a szteroidok és a rak-
terapidban alkalmazott platinavegytiletek ismer-
tetésére, Osszegzésében lefedve szinte valamennyi
gyogyszertipust és terdpids teriiletet. Bar a szer-
keszt6k — ill§, am talan indokolatlanul szerény —
sajat megitélése szerint a munka nem nydujt teljes
kordi ismertet6t valamennyi anal6gtipusrél, meri-
tése valdjaban igen széles, s nemcsak a tematikus
fejezetekben nytijtott részletes attekintések, hanem
a konyv végén szerepl$ Osszesités révén is. Utdbbi
— Alapi M. Erika és Fischer Janos ¢sszeéllitdsdban —
6nall6 részként jelenik meg, s jelentGségében
korantsem torpiil el a tematikus fejezetek mellett:
tablazatos formaban foglalja Ossze a kereskedelmi
forgalomban jelentds gyodgyszeranalégokat, kémiai
szerkezet, hatdsmechanizmus és szabadalmazhat6-
sag szerinti Osszehasonlitasban. A tablazat jelentSs

vezet$ attekintést nyujt




ANALOG VEGYULETEK A GYOGYSZERKUTATASBAN

0sszegzd munkat tiikroz: a piacvezetd gyogyszerek
kozott anatémiai és terapias kémiai (ATC) osztaly
szerinti csoportositasban 69 gydgyszeranaldg kate-
gorian beliil 421 analdg gyogyszert sorol fel, a vo-
natkoz6 eredeti szabadalmak lajstromszamét és az
oltalmi id6 kezdetét is feltiintetve.

Az 575 oldalas monografia megjelenésére a kémi-
kusok legjelent6sebb nemzetkozi szervezete, az
International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) orvosi kémiaval és gyogyszerfejlesztéssel
foglalkozé albizottsaga altal 2003-ban inditott, a
konyvvel azonos cimt, Fischer Janos vezette ku-
tatdsi projektje [1] teremtett lehetSséget. A projekt
eredményeképpen kideriilt, hogy a forgalmazott
gyogyszerek kozott atlagosan minden masodik
analégszarmazék, és hogy az analog gyogyszerek
piaca a teljes gyogyszerpiac kétharmadat teszi ki.
Az analdgids gyogyszertervezés leggyakoribb kiin-
dulépontja valamely természetes vegyiilet, mely-
nél az analdg specifikusabb, biologiai hozzafér-
hetGsége kedvezdbb, kiros mellékhatasoktél men-
tes. Példaul szolgédlhatnak a gyomor savas kor-
nyezetében is hatdsos félszintetikus penicillin-
szarmazékok, a moxifloxacin, a sztigminszdrma-
zékok, az opioidreceptor morfinanalég ligandu-
mai). Mas esetekben az analdgia alapjaul szolgélé
vezérvegyiilet lehet mar leirt gydgyszer, melynek
javitani kell a tulajdonséagait, adagolhatdsagat,
csokkenteni kell napi dézisat, vagy éppen novelni
felszivodoképességét, hatastartossagat, esetleg
bizonyos mellékhatasait sziikséges elkertilni. Ko-
rabbi szintetikus gyogyszerek szerkezetébdl kiin-
dulva olyan analégok is fejleszthetSk, melyek va-
lamely 1j terapids kezelésre teremtenek alapot.
Példaként emlithetS a sulfanilamide antibakterilis
gyogyszer esete, amely azonban a szénsavanhidraz
enzim gétldsa révén a vizeletet elligositotta. Ez
vezetett a szulfonamid diuretikumok kidolgo-
z&sdhoz, melyek révén a kordbban hasznalt, toxi-
kus szerves higanyvegyiileteket ki lehetett vonni a
gyakorlatbol. Hasonlé esetek, az antihisztamin
promethazine hatésfokozéasara elGallitott halogé-
nezett szarmazékok koziil kikeriilt antipszicho-
tikus phenothiazine vagy a foszfodiészterdz enzim
gatléjaként kardiovaszkuldris terapids célzattal
fejlesztett vegytiletek kozott eldallitott sildenafil,
mely a férfi-merevedészavarok hatékony gyogy-
szerévé valt. Esetenként élettani célpontok (enzi-
mek, receptorok) ligandumainak fejlesztéseként

jelennek meg analég gyogyszerek, mint példaul az
angiotenzi-konvertal6 enzim (ACE) els6 gatlo-
szere, a captopril, az elsé H,-receptor-antagonista
antihisztamin phenbenzimine, az elsé B-blokkol
pronethalol vagy az els§ hisztamin H,-receptor-
antagonista cimetidin.

A biolégiailag aktiv vegytiletekkel foglalkoz6 szak-
ember taldn csupdn annyit sajnalhat, hogy ugyan a
konyv foglalkozik a gyodgyszer-el6vegyiiletek
(prodrug) fejlesztésével, lényegesen kevesebb fi-
gyelem fordul a bioizosztéria kérdésére, pedig e
teriileten jelent6s magyar informatikai eszkozfej-
lesztés is tortént [2]. Az attekint§ fejezetek kozott
Wermuth professzor ugyan kitér ezen analdgter-
vezési modszerre is, a kdnyv egészében az izo-
sztéria — legalabbis néven nevezve — aranylag kis
sulyt kap. Szintén kevés sz6 esik a szamitogépes
hatéanyag-tervezésrdl (QSAR, COMFA stb.), mely-
nek oka nyilvan az, hogy ezek nem esnek a , di-
rekt” analdgids tervezés definicidja ala.

A gyoégyszerhatéanyag-fejlesztés igen koltséges
tevékenység, melyben szamos vegyiiletet empiri-
kus, proba szerencse modszerrel sikeriilt megtalal-
ni. A gyoégyszerpiacon megtaldlhat6 legtobb hato-
anyagot valamely masik gyogyszer (természetes
vegylilet, konkurens termék vagy megismert ve-
zérvegylilet) szerkezeti optimdldsdban fejlesztették
ki. Ezen optimalasok célkitlizése vagy a hatdanyag
hatdsanak javitasa vagy a mellékhatasok visszaszo-
ritdsa volt. Utdbbi teriileten kideriilt, hogy egyes
mellékhatasok vizsgalata alapvetSen 1j alkal-
mazasi teriileteket is megnyithat. A szisztematikus
fejlesztést tehat hatékonyan segiti az analég-
tervezés, s az ezen teriilet eredményeit attekintd
Analogue-based Drug Discovery monografia igényes
kiadvény, amely 0Osszefoglald ismeretanyagot és
szemléletet nyujt a gyogyszerkémia teriiletén jar-
tas, am a sztlikebb szaktertiletet teljességében nem
ismer(§ szakembereknek, rendszerezett informécioi
révén pedig a gyakorlati gyogyszerfejlesztSk sza-
mara is hasznosan forgathato kézikényv.

Irodalomjegyzék

[11  http:/fwww.iupac.org/projects/2002/2002-051-1-700.html

[2]  Ujvary, L (2003) BIOSTER Database (Accelrys Software,
Inc.: San Diego, CA, USA)
http:/fwww.accelrys.com/products/chem_datababases/databases/bioster.html

Székics Andrds
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Bodnar Imre rajztagozatos kozépiskolai, majd Varpalotdn a
Kirakatrendez§ és DekoratGr Iskolaban folytatott tanulményait
kovetGen 1986-ban rajztandri diplomét szerzett a Janus Pannonius
Tudoményegyetemen Pécsett, mestere Bérces Gabor volt, majd
1997-ben végzett az Iparmiivészeti Egyetem multimédia szakan.
Az Ajkai Grafikai Mdhely (AGM, 1982) és az 5-KOR Miivész-
csoport (5-KOR, 2005) alapit6 tagja, a Mdvészeti Alap, a Magyar
Alkotom(ivészek Orszagos Egyesiilete, a Magyar Grafikusmdvé-
szek Szovetségének, illetve a Rézkarcold Miivészek Eqyesiiletének
tagja. 1989 ota kiilfoldi (Németorszdg, Ausziria, Irdn, Japdn,
Bulgaria) és hazai egyéni és csoportos kidllitdsokon szerepel.
1999-ben tanulmanyutat tett Irdnban a Teherdni Modern M-
vészetek Mizeuma meghivéséra. Fobb kitiintetései, osztondijai:
Art ‘89 I. dij (1989), Kisgrafikai Bienndlé, a Vaci Grafikai Mdhely
dija (1992), Magyar Grafikusmiivészek Szovetsége dija (2005).

1982 (ta foglalkozik a sokszorosito grafikdval, miéta a Tokaji M-
vésztelepen megismerkedett a rézkarctechnikéval, melynek elsaja-
titasaban és tokéletesitésében utobb Kéri Imre grafikusmivésztdl,
az AGM miivészeti vezet6jétél kapott jelentds segitséget. Emellett
ceruzarajzokat, tusrajzokat készit, illetve pasztellképeket fest.
Munkdi gyakran irodalmi kotddésdek, nem illusztréciok, hanem
olyan kifejezésmadot képviselnek, mellyel a sajat belsg vilagat
mutathatja meg. Jelenleg — és mint mondja, varhatan még j6
ideig — dltala kitaldlt novények dbrazolasan dolgozik. Elképzelt
novényi vilagét Borges kitalalt 1ényei ihlették, s az argentin irohoz
hasonléan 6 is mélyebb filozofiai tartalommal megtoltve, valo-
szeriien kivanja bemutatni teremtett Iényeit, latin neviikkel is meg-
nevezve Oket, az alkotdsokat — a grafikdtol a konyvkotésig sajét
készités(i — egypéldanyos, reprezentativ méivészkdnyvben dssze-
allitva.

Bodnar Imre munkai megtekintheték a Nédor Galéria grafikai
anyagdban (1051 Budapest, Jozsef nador tér 8.)

Bodndr Imre, Ahogy Te szeretsz (1999), ceruzarajz

Bodndr Imre, Hétkoznapok oromei (1998), ceruzarajz

15" International Congress of the Hungarian Society for Microbiology
2007. julius 18-20.
Estvés Lordnd Tudomdnyegyetem Természettudoményi Kar, Budapest

A Magyar Mikrobiolégiai Tarsasédg (MMT) 2007. évi 15. Nemzetkézi Kongresszusat a Magyar Immunolégiai
Tarsasdg, a Magyar Biokémiai Egyesilet Biotechnolégiai Szakosztdlya, a Magyar Infektolégiai és Klinikai
Mikrobiolégiai Tarsasdg, az MMT Alapitvanya, valamint a hdzigazda Eétvés Lorand Tudomdnyegyetem
Természettudomdnyi Kara részvételével rendezi meg.

A konferencia tudoményos szekciéi a mikrobiolégia valamennyi agét felélelik.

Az MMT aktiv tagjainak kongresszusi részvételét a MMT Alapitvénya személyenként tébb tizezer forint 3sszeggel
tdmogatja. Kérjik, hogy jelentkezésiket a Magyar Mikrobiolégiai Térsasdg honlapjén
(http://www.mmt.org.hu) tegyék meg.
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For All Your Cell Culture Needs

bioprocess containers * media « buffers * reagents * serum-free media * FBS alternatives * sera
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