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A transzkripcids szabalyozas dinamikus arca

The dynamic face of transcriptional regulation
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Osszefoglalas

A magreceptorok szupercsaladjdba olyan transz-
kripciés faktorok tartoznak, melyek ligandumfiiggé
modon képesek szabdlyozni célgénjeik atirddasat.
Kulcsszerepet jatszanak olyan alapvetd biologiai
folyamatokban, mint a névekedés, az egyedfejlédés
vagy a homeosztazis fenntartdsa. A miikodésiiket
leir6 altalanos modell alapjan ligandum hidnyaban
korepresszormolekulat és a represszorkomplex to-
vabbi tagjait kotik magukhoz, igy a szabalyozasuk
alatt allé célgének kifejez6dése nem torténik meg.
Agonista/aktivald ligandum hatdsara konforma-
ciévaltozdson mennek keresztiil, ami a represszor-
komplex levalasat, a koaktivator- és az aktivator-
komplex kotédését, majd a célgén atirédasat véltja
ki. Ezt a folyamatot irja le a molekulariskapcsol6-
modell, ami egy kétéllasu, viszonylag statikus rend-
szer képét vetiti fel. A modern biofizikai médsze-
reknek és a mikroszképtechnika fejlédésének ko-
szonhet8en olyan alkalmazasok keriiltek a moleku-
laris biologia fegyvertaraba, melyekkel egyre jobb
idé@beli felbontdssal vizsgéalhatok a transzkripcids
szabalyozasban részt vevd fehérjék kolcsonhatas-
valtozasai, s a kordbbi statikus modellt egyre inkabb
egy rendkiviil dinamikus rendszer képe kezdi fel-
valtani.
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Summary

Nuclear receptors are transcription factors that
regulate gene expression in a ligand-dependent
manner. They play key roles in several basic bio-
logical processes such as growth, differentiation
and maintenance of homeostasis. According to
the current general model of nuclear receptor
action, in the absence of ligand, co-repressor and
other members of the repressor complex are
bound to the receptor, keeping the target gene
silent. However, in the presence of an agonist lig-
and, co-regulator exchange takes place, which
means that the repressor complex is released and
co-activator with members of the activator com-
plex takes its place. This regulator exchange
results in activation of target gene expression.
This process is viewed as the molecular switch
model, which represents two distinct states of a
rather static system. Due to modern biophysics
and the evolution of microscope technology,
new applications became available in the field
of molecular biology, which made it possible to
investigate transcriptional regulation at increas-
ingly higher time resolution. As the result of
these experiments the earlier static model is
being replaced by a rather dynamic one.

A sejtmagreceptor-biolégia kezdetei

1896-ban Beatson jegyezte le, hogy azon elSreha-
ladott mellrdkban szenvedd betegek allapotaban,
akiknél eltavolitottdk a petefészkeket, jelentSs
javulast tapasztaltak. Ezzel gyakorlatilag felfedte
az 6sztrogén mellrdkra gyakorolt stimulal6 hatasat,
joval azel6tt, hogy magat a hormont leirtdk volna
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[1]. KésSbb, 1962-ben Jensen azt is leirta, hogy ezek
a hormonok a sejtekben talalhat6 fehérjékhez ko-
tédnek, melyek azutan a sejtmagba vandorolva fej-
tik ki hatasukat [2]. Az §sztrogénreceptor (ER) m-
kodésének modellje annyira djszertinek bizonyult,
hogy csak fokozatosan valt elfogadotta. A felfe-
dezés azonban tudomanyos mérfoldkének szdmit.
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Evans és Chambon nevéhez kothets az elsé magre-
ceptor, a glitkokortikoidreceptor (GR), majd az ER
klénozasa [3]. Ezek az eredmények inditottak el azt
a folyamatot, mely soran az 1980-as évek végéig
szamos tovabbi magreceptort azonositottak ho-
moldgia alapjdn. Majd az azonositott recepto-
rokhoz egyre tobb endogén ligandumot is kotottek,
igy adoptalédtak a kezdetben ismeretlen ligan-
dummal rendelkezé ,arva” receptorok. A genom-
projekteknek koszonhetSen ma mar tudjuk, hogy
a Caenorhabditis elegans génallomanya 270, a
Drosophila melanogasteré 21, az egéré 49, az emberé
pedig 48 kiilonféle magreceptort kodol. A szek-
venciavizsgalatokbdl kideriilt, hogy ezek a fehérjék
jelentés mértékben konzervaltak, ami azt jelenti,
hogy a magreceptorok a tobbsejttiek torzsfejlédé-
sének igen korai szakaszan jelenhettek meg, és va-
lamennyi térzsben megtalalhatok [4].

A receptorok altalanos jellemzdi

A magreceptorok szupercsalddjdba olyan transz-
kripcids faktorok tartoznak, melyek ligandumfiig-
g6 modon képesek szabalyozni - aktivalni vagy ga-
tolni — célgénjeik atirddasat. Természetes ligandu-
maik kozé kisméretdi molekuldk tartoznak, mint
példaul a lipidoldékony szteroid hormonok, a reti-

noidok és egyes metabolitok, amelyek szabadon
képesek atdiffundalni a sejtmembrénon. Az , arva”
receptorok adoptaldsa sordn egy sor kis affinitasu
ligandum kertilt azonositasra. Ezek kézott tobbszo-
rosen telitetlen, illetve oxidalt zsirsavak, s&t xeno-
biotikumok is vannak. Ezek a fehérjék képesek a
hormonok vagy metabolitok altal hordozott infor-
maciét kdzvetleniil a genomhoz tovabbitani. Kulcs-
szerepet jatszanak olyan alapvetd biologiai folya-
matokban, mint a névekedés, az egyedfejlédés vagy
a homeosztazis fenntartdsa [5]. Ezt a szertedgazo
fehérjecsaladot két csoportra oszthatjuk élettani
szerepiik és miikodésiik alapjan. Az elsé csoportba
azok a receptorok tartoznak, amelyek specifikus,
nagy affinitdst ligandumokat kotnek (Ky ~ 107 M).
Ezen ,endokrin receptorok” kozé tartoznak a szte-
roid hormonok receptorai, a mar emlitett ER vagy
az androgénreceptor (AR). A masik csoportba, a
,metabolitreceptorok” csoportjaba tartoznak azok
a magreceptorok, melyek alacsony affinitasu ligan-
dumokat kotnek (K4 ~ 10° M). Ilyenek példaul a
peroxiszoma proliferator aktivalta receptorok
(PPAR), melyeket kiilonboz6 zsirsavak aktivalnak,
az oxiszterolok 4ltal aktivalt mdj-x-receptorok
(LXR), a retinsavreceptor (RAR) és a retinoid-x-
receptor (RXR).

csoportjanak tudomanyos didkkoros hallgatéja. Tudomanyos érdekl6dési teriilete: a magreceptorok mii-
kodésének vizsgalata modern biofizikai médszerekkel.

Brazda Péter PhD-hallgaté a Debreceni Egyetem Természettudomanyi Karan végzett biolégusként 2005-
ben. 2002-ben tudoményos didkkordsként csatlakozott a DE Orvos- és Egészségtudomanyi Centruma
Biokémiai és Molekuldris Biol6giai Intézetének Nagy Laszl6 altal alapitott Magreceptor Kutatécsoport-
jahoz, ahol 2005 6ta PhD-hallgatéként folytatja tanulmanyait. Jelenleg magreceptorok és koregulatoraik

P

kolcsonhatasanak in vivo koriilmények kozott torténd vizsgalataval foglalkozik.

Szekeres Tibor bioldgushallgaté jelenleg az MTA-DE Sejtbiolégiai és Jelatviteli Kutato-

Vamosi Gyorgy tudoményos fémunkatars. Okleveles fizikusként végzett a Kossuth La-
jos Tudomanyegyetemen 1991-ben, PhD-fokozatat a Debreceni Orvostudomanyi Egye-
temen szerezte 1999-ben. 1991 és 1995 kozott a gottingeni Max Planck Intézetben DNS-
struktirdk fluoreszcencids vizsgalatdval foglalkozott, 1995-t61 a Debreceni Egyetem
Biofizikai és Sejtbiologiai Intézetének, 2006-t61 az MTA-DE Sejtbiolégiai és Jelatviteli Kutatécsoportjanak
tagja. Jelenlegi szaktertilete fehérje—fehérje kdlcsonhatasok vizsgalata limfocitak plazmamembran-recep-
torai kozott (példaul IL-2/15R, illetve MHC-molekulak alkotta szuperklaszterekben), ezek szerepe a

transzmembran jelatvitelben; tovabba kolcsonhatasok dinamikéjénak vizsgélata magreceptorok, transzkripciés faktorok

kozott; fluoreszcenciamikroszképias és -spektroszkopias modszerek: FRET, FCS fejlesztése és alkalmazasa.

Nagy Laszl6 egyetemi tandr, az MTA levelez§ tagja a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi
Centruma Biokémiai és Molekularis Biol6giai Intézetében a Magreceptor Kutatdcsoportot vezeti 1999 6ta.
Orvosként végzett 1991-ben a Debreceni Orvostudoményi Egyetemen, majd hét éven &t posztdoktori ta-
nulmanyokat folytatott az Egyesiilt Allamokban, Houstonban és San Diegdban. 1999-ben tért haza és in-
ditotta el itthoni kutatécsoportjat. Erdekldési teriilete a magreceptorok biokémiaja, molekularis és sejt-
biolégidja, valamint a transzkripcié genomszintii vizsgélata.
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Szertedgazo és kozponti bioldgiai szerepiiknek ko-
szonhetSen a magreceptorok a gyoégyszerkutatés
elsGdleges célpontjai kozott szerepelnek. Ezért 1é-
nyeges, hogy megértsiik azon folyamatokat, me-
lyek soran az inaktiv, gatolt allapotban 1évé recep-
tor aktiv allapotba keriil. A kovetkezSkben azon
biokémiai, illetve biofizikai médszereket és az ezek
felhasznalasaval sziiletett alapvetS fontossagu ered-
ményeket mutatjuk be, melyek hozzdjarulnak,
hogy egyre pontosabban atlathassuk ennek a komp-
lex rendszernek a mtikodését.

Doménszerkezetiik

Néhany kivételtSl eltekintve valamennyi mag-
receptor hasonlé doménszerkezettel bir (1. dbra).
Az N-terminalis végen helyezkedik el a nem ligan-
dumfiiggd aktivitasért felelSs (activation function 1,
AF1) A/B-domén. Ezt koveti a magreceptorok ko-
zOtt legmagasabb fokiu konzervaltsagot (kb. 90%)
mutaté DNS-koté domén (DBD). A 75-90 amino-
savbdl felépiils egység két darab, egyenként 4—4
konzervalt ciszteint tartalmazé Zn-ujjal rendel-
kezik. Itt talalhat6 az a hélix, amely a DNS nagyar-
kédhoz képes kotédni, miutin felismerte a magre-
ceptor-specifikus valaszadé elemet (RE). A konszen-
zus valaszad6 elem 5-A /GGGTCA (fél szekvencia)
sokszor tobb szaz kilobazissal a transzkripciés
starthely el6tt helyezkedik el direkt ismétlédéses,
palindrom vagy inverz palindrom poziciéban, le-
hetévé téve ezaltal a specifikus receptor homo-
vagy heterodimerek kotését. A D-régi6 flexibilis hi-
dat képez a DBD és a ligandumkotd domén (LBD)
kozott. Az LBD valédi multifunkciés domén. Ide
kothets a ligandumkotésen tdl a ligandumfiiggd
transzkripciés aktivalas (activation function 2, AF2),
a dimerképzés, valamint a koregulatorkotés is. Ez
az egység 12 hélixbdl épiil fel, melyek harom par-
huzamos sikba rendez8dnek [4]. Csak a DBD és az
LBD kristalyszerkezetét ismerjiik, a teljes fehérje
szerkezetét még egyik magreceptor esetében sem
sikertilt feltdrni. Ezekbdl a kristalyszerkezeti ered-
ményekbdl tudjuk azt, hogy az LBD két félre oszt-
hat6. Az also fél belsejében egy apolaros kornyeze-
tet biztosito {ireg, a ligandumkots zseb (LBP) talal-
haté. Erdekes médon erre a konzervativ szerkeze-
tet mutat6 régiéra igen nagyfoku variancia is jel-
lemz8, ami a zseb méretének és kotSfelszinének
valtozatossagabol adédik. A nagyméretii zsebek —
mint amilyennel a PPARg is rendelkezik — azt ered-
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ményezik, hogy ugyanaz a receptor tébbféle, kémi-
ailag eltér$ ligandumot képes megkotni. Ezzel szem-
ben a Nurrl receptor kristalyszerkezetét tanulma-
nyozva kideriil, hogy nem rendelkeznek ligandum-
kots zsebbel, és valdszintileg nincs endogén ligan-
dumuk. Ezek az ,arva” receptorok nem az ismert
mechanizmust kovetve mtikodnek. A ligandumko-
t6 zsebet a 12-es hélix (H12, az apo-RXR kristalyszer-
kezete alapjan) fedi le. A H12 kulcsszerepet jatszik
abban, hogy a magreceptorok molekuléris kapcso-
l6ként miikddhessenek [6]. A magreceptor és va-
laszad6 eleme kozotti kotédést a D-vitamin-recep-
tor esetében a 2. dbra mutatja be.

1. abra A magreceptorok doménszerkezete. Az N-termindlis
vég feldl: a vilaszado elemhez kapcsolodé DNS-kotd domén
(DBD), hid régi6 (D), ligandumkoté domén (LBD) az aktivilt
poziciéban 1évd H12 hélixszel (AF2) és a ligandumkotd zsebhez
kotédott agonista ligandummal. (Szaggatott vonal dbrizolja a
hid régiot; mivel technikai okok miatt a teljes hossziisdgii recep-
tor nem kristdlyosithaté, ezért az LBD és a DBD kristdly-
szerkezeti képei csak kiilon-kiilon ismertek.)

2. abra (lasd a cimlapon) A vdlaszado eleméhez kapcsolodo
magreceptor (D-vitamin-receptor). A ligandumkoté domén 12-
es hélixe (sarga szinnel kiemelve), amint az agonista ligan-
dum (pirossal jelolve) kotddését kivetden lezirja a ligandum-
kotd zsebet. A jelenleg kibontakozéban 1évd elképzelések szerint
a magreceptorok és a vilaszado elemek kozotti dinamikus kol-
csonhatdsok eredményeként a receptorok folyamatosan tesztelik
(scanning) a potencidlis vilaszado elemeket.

Dimerek, koregulitorok

A magreceptorok miikodésének megértéséhez
sziikséges tovébbi két jellegzetesség ismerete. Az
egyik, hogy ligandumot koté allapotban — kevés ki-
vételtdl eltekintve — dimereket képeznek. A dime-
rek a kiilonb6z8 hossziisagu szakaszokkal elva-
lasztott dimerspecifikus fél kotShelyekhez kotdd-
nek. Alkothatnak igy egyrészt homodimereket,
mint példaul a GR, vagy az ER, illetve RXR-rel he-
terodimereket is, mint az RAR és a PPAR. Az RXR
tehat kozponti szereppel bir a magreceptorok egy
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csoportjdban, mivel promiszkuus heterodimerizald
partnerként viselkedik. Az RXR-heterodimerek le-
hetnek permissziv heterodimerek, ha mindkét re-
ceptor oldalardl aktivalhatok (példaul RXR:PPAR),
ellentétben a nem permissziv heterodimerekkel
(példaul RXR:RAR), melyek kizar6lagosan az RXR
oldalérdl nem, csak a partner oldalardl, illetve pan-
agonista ligandummal aktivalhaték. A masik 1é-
nyeges jellemzd a koregulatorok kotése. A magre-
ceptorok a kornyezd kromatinstruktiirara koregu-
latorokon keresztiil fejtik ki hatasukat. Jelenleg
tobb szaz ilyen koreguldtort ismeriink, melyek ha-
talmas fehérjekomplexeket képezve egyrészt hidat
jelentenek a magreceptorok és a transzkripciés gé-
pezet kozott, masrészt megvaldsitjak azt a fajta fi-
noman hangolt kombindacids szabélyozast, ami a
receptorok sokrétd szerepének az alapja. Funkcio-
jukat tekintve lehetnek korepresszorok és koaktiva-
torok. Korepresszor példaul a 270 kDa méretd
SMRT, ami olyan molekulakomplexek tagja, ame-
lyek példaul a hisztonok N-terminalis lizinjének
deacetildlasa révén gatoljak a célgén atirodasat. A
koaktivatorok kozé tartozik példaul a DRIP/TRAP
komplex. Ebben az esetben is nagyméretti, 14-16
fehérjébdl allé komplexrdl van szé. A komplex tag-
jai hiszton-acetiltranszferdz enzimatikus aktivitas-
sal rendelkeznek, ami lehet§vé teszi az aktiv kro-
matin kialakitasat, ezéltal a célgén atirodasat [4].

A korepresszor- és koaktivator-komplexek specifi-
kusan képesek kotédni a magreceptorok LBD ré-
gidjdhoz. A kolcsonhatds a koaktivatorok esetében
az LxxLL, korepresszorok esetében az LxxxIxxxI/L
motivumon keresztil torténik (receptor interaction
domain, RID). Az LBD mutécids feltérképezése azt
a meglepd eredményt hozta, hogy a korepresszor
és a koaktivator interakcids felszinéhez kapcsol6do
kotShelyek nagymértékben atfednek egymassal a
magreceptoron. Ez azt jelentheti, hogy a koregula-
torkotés kizardlagos, egyszerre csak egy molekula
kapcsolédhat az LBD-hez. Igy azzal, hogy az LBD-
hez koaktivétor vagy korepresszor koétédik, lénye-
gében elddl a ,, molekularis kapcsold” allasa. Ezen a
jelenségen alapul a magreceptorok miikodését leird
kapcsolémodell (3. dbra). A modell megalkotasat
elésegitette, hogy mind t6bb kristalyszerkezeti kép
késziilt kiilonbozs receptorok LBD régidjardl ligan-
dumkéts és apo-konformaciéban, valamint komp-
lexben a koregulatorok interakciés doménjét kép-
visel§ peptidszakaszokkal [6]. Olyan kristalyszer-
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3. dbra A molekuldriskapcsolé-modell kidolgozdsihoz vezetd
kisérleti rendszerek. (A) A kéthibrid rendszerben lehetséges fe-
hérje—fehérje és fehérje~DNS kolcsonhatdsok vizsgalata. A rend-
szer mitkodésének alapjelensége a riporter gén (példdaul a luci-
ferdzgén, melynek terméke a luciferint detektdlhato fényjelen-
ség mellett modositja) aktivildsa abban az esetben, ha a transz-
kripciés faktor az aktivdtorrégiohoz kotddik. Az elnevezés on-
nan ered, hogy a transzkripcios faktort két részre bontva alkal-
mazzuk. A DNS-kot6 félhez van kapcsolva a ,,csali” (A) fehér-
je, a transzaktivicids képességgel bird félhez pedig a ,zsdkmdny”
(B). Ha a csali-zsdkmdny pdr kolcsonhatdsba 1ép eqymdssal, az
azt eredményezi, hogy az aktivilé domén a vdlaszado elemhez
kotodik a csalifehérjén keresztiil, igy a riporter gén kifejezodik.
Ezt az alapelvet felhaszndlva a médszer alkalmas a magrecep-
torok ligandumfiiggd transzaktivdcios képességének vizsgdlati-
ra, a koreguldtorcsere tanulmdnyozdsdra, valamint promoter-
térképezésre is, attol fiiggden, hogy milyen eqységekbdl épitjiik
fel. (B) A GST (glutation-S transzferdz) pull-down mddszer-
ben a GST-fiizids csalifehérje glutationon keresztiil kikotodik
egy specifikus oszlopra. Az izotdp beépitésével, in vitro transz-
lalt zsakmdnyfehérje is dtdramlik az oszlopon. Azonban ha van
affinitds a két fehérje kozott, akkor az izotdppal jelolt fehérije is
kikotodik az oszlopra, ellentétben a tobbi fehérjével. A kotédott
fehérje detektildsin keresztiil vizsgalni lehet, hogy kiilonbozo
ligandumkezelések milyen hatdssal vannak a fehérjepartnerek
kolesonhatdsdira, és mutagenezis segitségével a kolcsonhato fel-
szinek térképezhetdk.

kezeti modell azonban, amely a teljes hossztisagu
receptort tartalmazna, eddig nem késziilhetett el
technikai okok miatt. A mtikodés hatterében allo fe-
hérje—fehérje és fehérje-DNS kolcsonhatasok vélto-
zasét éleszt6-, majd fehérje-kéthibrid technikaval,
valamint GST-fiziés fehérjék kifejezésével tanulma-
nyoztak. Az igy kirajzolédé egyszerd, kapcsolo-
modell Iényegében az LBD felszinén lezajl6 koregu-
latorcserét irja le. Ennek alapjan az apo-receptor ko-
represszort és ezen keresztiil a represszorkomplex
tovabbi tagjait koti. A célgén atirédasa ekkor nem
torténhet meg, mivel a régi6 gatolt allapotban van.
Agonista ligandum hatadsara azonban a represszor
levalik a magreceptorrdl, és helyére koaktivator,
valamint az aktivatorkomplex tovabbi tagjai kotdd-
nek. Ezek alakitjdk ki azt a kromatinkornyezetet,
ahol lehet&vé valik a célgén aktivalasa, atirodasa.
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A magreceptor-mtikodést leir6 modellek
(mozgol6d6 magreceptor-kutatas)

Egy statikus modell: a molekuldris kapcsold

De miként dént az LBD arrél, hogy melyik tipusu
koregulatort kosse? Milyen molekuléris folyama-
tok allnak a kapcsolé miikddése mogott? A rendel-
kezésre allo kristalyszerkezeti képek alapjan a ko-
aktivator interakciés domén (ID) a receptor 3-as, 4-
es és 12-es hélixekhez kotédik (H3, H4, H12), még-
pedig olyan médon, hogy a H12 pozicidja egy tol-
téscsapdéan keresztiil elésegiti ezt a kdlcsonhatast.
Ez a H12 aktiv pozicidja a holo-receptor esetében,
azaz, amikor az agonista ligandum a ligandumkéts
zsebben iil. A H12 mint egy egérfogé karja, lénye-
gében lezdrja ezt a zsebet, stabilizalva a koaktivator
kotédését (2. dbra). Ezzel szemben — bar a kore-
presszor is ugyanahhoz a régidhoz kotédik az
LBD-n — a hosszabb ID-régionak koszénhetSen a
H12 nem tudja felvenni az aktiv poziciét. Ez a li-
gandum altal vezérelt koregulatorcsere a kapcsol
miikodésének alapja. Proteolizis-szenzitivitds és
NMR-vizsgalatok vildgossa tették, hogy a ligan-
dumkétés stabilizdlja az LBD-t, egy kompaktabb
konformaciét hozva létre. Apo-PPAR magrecep-
toron végzett fluoreszcencia-anizotrépids vizsgéla-
tok alapjan a H12 rendkiviil mobilis, és mobilitasa
fliggetlen a domén tobbi részétdl. Ligandumkotés
utdn azonban ez a dinamika jelent6sen mérsékls-
dik, alatdAmasztva azt az elképzelést, hogy ekkor a
12-es hélix felkotédik az LBD felszinére, felvéve
aktiv pozicidjat. A ligandum tehat két titon is stabi-
lizélja a receptor aktiv konformaciéjat. Egyrészt
kozvetlentil is kapcsolédik a H12 hélixhez, mas-
részt az egész LBD konformadci6jara hatdssal van,
mivel kompaktabba teszi azt, ezzel is elGsegitve a
kialakult aktiv konformacié stabilizdldsat. Ligan-
dum hidnydban viszont a bekot6dd korepresszor
nagyobb méret(i ID-jének kdszonhetSen a H12 nem
foglalja el aktiv pozicidjat, és az apo-konformacié
stabilizalodik. Megjegyzend§ azonban az is, hogy a
jelen 1évé koregulatorok egymashoz viszonyitott
aranya is befolydsolja a koregulatorcserét.

Lendiiletben: 1ij alkalmazdsok, 1ij modellek

ChIP. A molekularis kapcsol6 modellje alapjan egy
viszonylag statikus rendszer rajzolodik ki el6ttiink,
melyben a transzkripcié szabalyozasanak kulcsat a
kiilonb6z6 hatassal bir6 fehérjekomplexek és a kro-
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matin kdlcsonhatasai jelentik. Ez a modell azonban
nem tér ki a folyamatok kinetikajara, ugyanis a mo-
dellhez vezet6 médszerek alkalmatlanok a transz-
kripciés szabélyozas iddbeli lefolyasanak vizsga-
latara. Ilyen irdnyu vizsgélatokat tesz lehet6vé a
kromatin-immunprecipitacié (ChIP) és moédositott
forméinak alkalmazéasa. Az eljaras alaplépései a ko-
vetkez8k: 1) a szovet vagy sejtek, a DNS—fehérje és
fehérje—fehérje komplexek formaldehiddel torténd
keresztkotése, 2) a kromatin fragmentaldsa, 3) a
kromatinfragmentumok immunkicsapdsa magre-
ceptor-, illetve koregulatorspecifikus antitestekkel,
4) a keresztkotések feloldasa, 5) a prométer DNS
detektalasa. Az antitestek specifitidsanak javitasa és
PCR technikak alkalmazasa nagyban novelték a
modszer hatékonysagat, még pontosabba téve a
promoter régio feltérképezését. Az idSfliggés vizs-
gélatat a Shang altal alkalmazott , kinetikus ChIP*
modszer [7] tette lehetévé. Ezzel ugyanis kimu-
tathatéva valt a pS2 és a cathepsin D prométerén
felépiil6 ER-kotott transzkripcids komplex Ossze-
rendezddése szinkronizélt sejtpopuladcidoban [8].
Két érdekes eredményt is hoztak ezek a kisérletek.
Az egyik, hogy az egyes komplexek promoéterko-
tése atfed. Az aktivaci6é bekovetkezéséhez sziikség
van a korepresszorok jelenlétére is.

Nem all ez ellentétben azzal a koncepciéval, amit
a kéthibrid-kisérletekbdl sziilet6 kapcsolomodell
leir? A legérdekesebb észlelés pedig csak ezutan
kovetkezett. Osztrogén, azaz az agonista ligandum
hianyaban az ER prométerkotése jellegzetes cikli-
kussagot mutatott. A be-ki ciklus periddusa 20 perc
koriil mozgott, azonban az RNS-polimeraz II pro-
moterkdtése nem volt detektalhaté ekkor. Osztro-
gén jelenlétében ezzel szemben az ER, a polimerdz
és a koregulatorok is kovették ezt a be-ki ciklust,
noha egy jelentSsen lelassult, koriilbeliil 40 perces
ciklusossagot kovetve [9]. Ezen eredmények alap-
jan egy sokkal dinamikusabb rendszer kezdett ki-
rajzolédni. Nem szabad azonban megfeledkezni
arrél, hogy a ChlIP alkalmazasa sordn a kdlcsonhat6
partnereket biokémiai médszerekkel keresztkotjiik,
igy lényegében pillanatképet készitiink a komp-
lexekrdl. Ezeket a pillanatképeket megfelelGen egy-
mas utdn helyezve érzékelhet§ ugyan, hogy egy
dinamikusan valtozé rendszerrél van sz9, viszont a
perces nagysagrend idSbeli felbontés és az in vitro
kornyezet alapvetSen korlatozza, hogy a valésagos
dinamikai véltozasokat feltarhassuk.
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A biofizika és a molekuldris bioldgia hatdrteriiletén:
in vivo fluoreszcencia mikroszképia

Igény jelentkezett tehdt olyan molekularis biofizi-
kai moédszerekre, melyekkel nem csupan egy na-
gyobb sejtpopulacié halmazétlagaként, hanem
akér egyedi sejtenként, szubszekundumos felbon-
tassal és ,val6di” kornyezetében, azaz in vivo ko-
riilmények kozott vizsgalhatok az emlitett fehérje-
dinamikai valtozasok. Az igények és a technikai fej-
16dés szerencsés egybeesése egy sor olyan fluoresz-
cenciamikroszképids eljaras kifejlesztését eredmé-
nyezte, amelyek megfeleltek ezeknek a kritériu-
moknak, forradalmasitva a magreceptorok miiko-
désérdl kialakult elképzeléseket.

A fluoreszcenciamikroszképias vizsgalatok alapja,
hogy a tanulmanyozni kivant fehérjéhez megfelels
tartomanyban gerjeszthet§ és detektdlhaté fluo-
reszcens fehérjét — zold fluorescens proteint (GFP)
vagy annak kiilonb6zé szinii valtozatait — csatol-
nak. Az igy keletkez$ kiméra szerencsés esetben
meg0rzi a magreceptor eredeti tulajdonséagait, azaz
ligandumfiliggd transzaktivacids, dimerizéciés és
koregulatorkotési képességét.

A fazi6s fehérjék transzfektalasaval él6 sejtekben, in
situ lehet vizsgalni a magreceptorok dinamikéjanak
térbeli és idSbeli valtozasait. A legkézenfekvSbb le-
het&ség a lokalizaci6 vizsgélata. Lokalizacié alapjan
harom csoportba oszthaték a magreceptorok. Az el-
s6 csoportba tartoznak azok, amelyek tobbnyire el-
s@sorban a magban taldlhatok. Ilyen az ER, az RXR
vagy a RAR. A GR és az AR elsSsorban a citoplaz-
maban helyezkedik el, a progeszteronreceptor (PR)
pedig hasonlé aranyban taldlhaté meg a citoplaz-
maban és a sejtmagban. Ligandumkezelés hatasara
jellegzetes, az egyes receptorokra jellemzd valtoza-
sokat tapasztalhatunk. Ez jelenti egyrészt a transz-
lokécidt, azaz a ligandummentes allapotban a cito-
plazmaban talalhato receptorok ligandum hatésara
a magba torténé vandorlasat, valamint az eloszlas
megvaltozasat is. Az ER difftiz magi eloszlasa ago-
nista hatdsdra pontozotta valik, a receptorok inten-
zivebb és halvanyabb, de jol kivehetd foltokba ren-
dezdédnek. A foltképzdés mechanizmusa és szere-
pe még nem minden esetben tisztdzott, azonban mi-
vel érdekes mddon a foltok nem kolokalizdlédnak a
transzkripcidsan aktiv RNS-polimeraz Il enzimmel,
valdszintinek tiinik, hogy a ttlexpresszalt magre-
ceptorok raktérai lehetnek. Ugyanakkor ez a fajta

ligandumfiiggs eloszlasvaltozas PPAR esetében
nem figyelheté meg [10].

FRAP. Osszefiiggésbe lehet-e hozni ezt a valtozést
a transzkripciés faktorok szempontjabdl alapvets
DNS-kotéssel? A valasz megadasdhoz olyan mod-
szer sziikséges, amivel él6 sejtekben, in situ kovet-
heté a jelolt fehérjék mozgasa, dinamikaja. A kro-
matinhoz kotott, immobilizalt transzkripcids fak-
torok tanulméanyozasara alkalmasak példaul a foto-
kioltason alapulé fluoreszcenciamikroszkopias el-
jarasok. A fotokioltds utani fluoreszcencia-vissza-
térés (FRAP) mérése soran el8szor rovid ideig tar-
t6, intenziv 1ézerbesugérzassal kiégetjiik a fluoresz-
cens molekuldk egy részét a mérési térfogatban,
majd detektaljuk a fluoreszcenciajel visszatérését,
amit a kiégetett és a térfogatelemen kiviilrdl érkezd
ép molekuldk difftzioval torténd kicserélédése
okoz. A mérés informéaciot ad a jelolt molekula mo-
bilitasar6él és a molekuldk mobilis hanyadarol.
Ezzel az eljarassal sok esetben sikeriilt kapcsolatot
talalni a magreceptorok immobilizacidja és a ki-
alakuld, pontozott mintazat kozott (4. dbra, FRAP).
A FRAP-eredmények alapjan a magreceptorok
egyik csoportja — amelybe a PPAR, RAR is tartozik
— rendkiviili mobilitassal rendelkezik, ami a ligan-
dumkezelés hatdsara sem valtozik jelentSsen. Ezzel
szemben a GR, ER csoportjdban ligandumkezelés
utdn a receptorok egy szubpopulaciéja immobiliza-
l6dik, a fennmarado rész pedig csokkent difftiziot
mutat.

Egy atfogd, kromatinkots fehérjékre iranyuld
FRAP-vizsgalat szerint a legtobb fehérje (20 pro-
teinbdl 18) magas DNS-kotési ratat mutatott, ma-
sodperces—perces nagysagrendd tartézkodasi id6-
vel. Phair elképzelése szerint ez a gyors dinamika
teszi lehet6vé, hogy a fehérjekomplexek nagy ha-
tékonysaggal valaszoljanak a kotSpartnereken tor-
tént legkisebb valtozdsokra is. Igy tehat a magfe-
hérjék viselkedésére sokkal inkabb a gyors alkal-
mazkodoképesség, mintsem a hosszu élettartamd,
stabil fehérjekomplexek kialakulésa jellemz6 [11].

Itt érdemes visszautalni arra, hogy a ChlP-vizsga-
latok azt mutatjak meg egy sejtpopuldciéra vonat-
koztatva, hogy adott idépontban mekkora valo-
szintiséggel kapcsolodik egy adott komplex a pro-
moterhez, ellentétben a most emlitésre keriild mod-
szerekkel, amelyekkel azt mérhetjiik, mennyi idé&t
toltenek az egyes komplexek a promoteren.
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4. dbra A dinamikus modell kidolgozdsdindl alkalmazott fon-
tosabb biofizikai médszerek. A fotokioltds utini fluoreszcencia-
visszatérés (FRAP) mérése sordn eldszor rovid ideig tarto, in-
tenziv lézerbesugdrzdssal kiégetjiik a fluoreszcens molekuldik
eqy részét a mérési térfogatban, majd detektdljuk a fluoreszcen-
ciajel visszatérését, amit a kiégetett és a térfogatelemen kiviilrol
érkezd ép molekuldk diffiizioval torténd kicserélodése okoz. A flu-
oreszcenciakorreldcios spektroszképia (FCS) alkalmazdsakor a
vizsgdlt és gerjesztett térfogat konfokdlis elrendezésii, femtoli-
teres méretil. A fluoreszkilo molekuldk — esetiinkben a kiilonbo-
20 fluoroférokkal jelolt magreceptorok — diffiiziéjuk sordn beiisz-
nak a gerjesztési—detektildsi térfogatba, és ott fluoreszcens jelet
bocsdtanak ki, melyet fotodidddval detektilhatunk. Amikor a
molekula kitiszik a detektdldsi térfogatbél, a fluoreszcens jel
csokken. Megfelelden alacsony molekulakoncentricio mellett
csak néhany molekula tartozkodik egy idben a konfokdlis térfo-
gatban, igy a molekulidk szdma nagy statisztikus ingadozdst
mutat (AN~N"2). Ennek megfelelSen az id6 fiiggvényében mért
fluoreszcenciafiigguény is jelentds relativ ingadozdst fog mutat-
ni. Az ingadozist a detektilt molekuldk diffiizidjanak sebessé-
gén til fotofizikai folyamatok és kémiai reakcidk is befolydsol-
hatjak. A fluoreszcencia ingadozdsdbol kiszamithaté az autokor-
reldcios fiigguény, amelynek alapjan meghatirozhaté a detektd-
lisi térfogatban 1évd dtlagos molekulaszdam és a molekuldk diffii-
zids ideje (a detektdldsi térfogatban toltott dtlagos idGtartam),
ami forditottan ardnyos a diffiizios dllandéval. Fluoreszcencia-
keresztkorreldcios spektroszkdpids (FCCS) méréshez két mole-
kulafajtat kiilonbozo szinii festékekkel jeloliink, és ezek fluoresz-
cencidjdt két csatorndban egyidejilleg detektaljuk. Amennyiben
a molekuldk stabilan egyiitt mozognak, a fluoreszcenciaingado-
zdsok parhuzamosak lesznek, és az 1in. keresztkorreldcios fiigg-
vény amplitiiddja nullatol kiilonbozd lesz. Az amplitiidobol meg-
becsiilhetd a komplex koncentrdcidja, a diffiizios id6bol pedig
diffiizios dllandoja.

A magreceptorok transzkripciészabalyozéasarol
kialakul6 képet nagyban alakitottak az in. tandem
array rendszereken végzett kisérletek, ahol a tobb,
mesterségesen egymds mellé rendezett véalaszadd
elem jol lathato 1okuszként figyelhet6 meg, miutan
kapcsolédtak hozzajuk a fluoroférral jelolt fehér-
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jék. A legismertebb ilyen tipusu kisérletet egérsejt-
vonalon végezték, ahol 800-1200 GR kotShelyet
tartalmazoé egységet épitettek be az egér 4-es kro-
moszémadjiba, majd a GFP-GR eloszlasat és dina-
mikajat vizsgaltak. A fluoreszcencia-visszatérési
id6 a 10 masodperces tartomanyba esett. A recep-
torok ebbdl szdrmaztatott latszélagos kotési idejét
noveli a kotShelyek nagy koncentracidja, tehat az
egy 6ndllo valaszadd elemre jellemz§ receptortar-
tézkodasi id6 ennél is kisebb lehet. FRAP-vizsgala-
tokkal sikeriilt kimutatni a magreceptorok, vala-
mint a veliik kolcsonhaté koregulatorok gyors cse-
rélédését ezeken a valaszaddelem-sorozatokon.
A transzkripcids faktorok és a kromatinkotd fehér-
jék nagyfokti mobilitasa, azaz a valaszképes pro-
moterek ilyenfajta szonddzasa arra utal, hogy a
transzkripcids szabdlyozas alapjat sztochasztikus
folyamatok jelentik. Ezen az elképzelésen alapul a
McNally-féle ,hit-and-run” modell [12].

Ugy ttinik tehat, hogy a FRAP médszer alkalmas
ennek az egyre dinamikusabb képet mutat6 rend-
szernek a tanulmanyozasara, azonban a mddszer
hatranya, hogy nehezen kvantifikalhaté. Emellett
az idébeli felbontasa a néhanyszaz milliszekundu-
mos tartoményig terjed.

FCS. A fluoreszcenciakorrelaciés spektroszképia
(FCS) jelentette a megoldast erre a nehézségre. Ez-
zel a moédszerrel akar a mikroszekundumos id6-
skalan lejatszodé diffizids folyamatokat is tanul-
manyozhatjuk. Magat a médszert mar 1974-ben le-
irtdk, azonban csak a kozelmdultban, az eljaras kon-
fokalis mikroszképidval valé Osszekapcsoldsanak
koszonhetSen valt lehetévé, hogy FCS-méréseket
in vivo koriilmények kozott lehessen folytatni. Ez-
zel a ligandumbhatas és egyéb dinamikai véltozasok
olyan pontossagu detektdlasa valt lehet6vé, ame-
lyek a transzkripciés szabalyozashoz kapcsol6do
elképzeléseket véglegesen 1j megvilagitdsba he-
lyezték. Az FCS alkalmazasa sordn egy rendkiviil
kicsi, szubfemtoliteres (kobmikrométernél kisebb)
méret( térfogatot gerjesztiink fokuszalt lézersugar-
ral. Ez gerjeszti a gerjesztési térfogaton athalado,
esetiinkben a vizsgalandé fehérjéhez kapcsolt fluo-
rofért, majd az altala kibocsatott sugarzast detek-
taljuk (4. dbra, FCS). Mivel a detektalt jel ingadoza-
sa a detektalasi térfogatba be- és onnan kidiffunda-
16 molekuldk mennyiségétSl és azok sebességétdl
fligg, annak vizsgalatdb6l a molekulapopulaciok
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diffiziés egytitthatja meghatarozhatéva valik [13].
Ezzel a mddszerrel sikeriilt kimutatni, hogy ligan-
dumkezelés hatdsara a PPAR dinamikaéja jelent&sen
csokken. Tovabbmenve azt is sikertilt kimutatni,
hogy mind a ligandumkétott, mind pedig a nem li-
gandumkotott receptor is kisebb difftizids egytitt-
hatéval rendelkezik, mint amekkorara egy, a mag-
ban monomerként vagy dimerként szabadon dif-
fundalé molekula esetében szamitani lehetne. Erre
logikus magyaréazat az, hogy in vivo koriilmények
kozott 1ényegében nincs sz6 szabad difftiziérol, mi-
vel a receptorok ligandum hianyaban a represszor-
komplexhez, ligandumkoétés utdn pedig a még
nagyobb méretli aktivatorkomplexhez kotSdnek.
A komplexek egytitthat6jabol vonatkoztatott mole-
kulatomegek azonban olyan nagynak adoddtak,
hogy felvet6dott ismét annak a gondolata, hogy
a receptorok egy populacidja tranziensen kotddik
a kromatinhoz, és innen ad6dik a mobilitas jelentSs
csokkenése. Ujra megérkeztiink tehat a ,hit-and-
run” modellhez, azonban nyilvanvalénak tiinik,
hogy a molekulapopulacié dinamikdjanak valtoza-
sdhoz a kromatinkotés és a koregulatorkotés egya-
rant hozzajarul. A fluoreszcenciarezonancia-ener-
giatranszfer (FRET) modszerével lehetséges €16 sej-
tes kornyezetben fehérje—fehérje egytittallasok ki-
mutatasa, s6t a komplex konformacidjanak vizsga-
lata is (mivel a FRET sebességi dllanddja a donor—
akceptor tavolsag hatodik hatvanyaval forditottan
aranyos). El6fordulhat azonban, hogy a fluoroférok
az egymassal kolcsonhaté molekuldk atellenes ol-
dalan helyezkednek el, vagy relativ orientacidjuk a
FRET létrejotte szempontjabol kedvezétlen, igy a
FRET hatasfoka nagyon kicsi vagy nem is mérhetd.
Kulonosen hasznos lehet nagyméreti fehérje-
komplexek kolcsonhatédsainak vizsgéalatakor egy
olyan médszer, amivel indirekt kdtddéseket is ki le-
het mutatni [8].

FCCS. A fluoreszcencia-keresztkorrelaciés spekt-
roszképiaval (FCCS) két kiilonbdz6 szind festékkel
megjelolt molekula fluoreszcenciafluktuacidin ke-
resztiil a molekulak egyiittmozgasat vizsgalhatjuk
(4. dbra, FCCS). Azaltal, hogy ez a médszer is beke-
riilt az in vivo koriilmények kozott alkalmazhato el-
jarasok fegyvertaraba, sejthets, hogy az eddig szii-
letett modellek pontositdsaval, atfogalmazasaval
kozelebb kertilhetiink a transzkripciés szabalyozas
miikddésének megértéséhez [10].

A molekularis biol6gidval parhuzamosan a magre-
ceptor-kutatas is megdobbentd valtozasokon ment
at az elmalt b6 két évtizedben. Még mindig egy
viszonylag fiatal tudomanyteriiletrél van sz6, ahol
kiilénosen igaz az, hogy az ugrasszerd elSrelépé-
seket, dogmavéltasokat olyan modszerek elterjedé-
se teszi lehet6vé, melyek a hatartudomanyok fel6l
érkeznek, és alkalmazdsukkal természetesen ko-
rabban nem ismert nézSpontbdl vizsgalhatjuk a
rendszer alapjelenségeit. Ahogy kiilonb6z8 ,omi-
kak” megsziiletéséhez nélkiilozhetetlen volt, hogy
az informatika eszkoztara megfeleld szintre béviil-
jon, tgy a kiilénboz6 bioldgiai rendszerekben fel-
vet6ds kérdések tjabb és djabb kihivasokat adnak
a mikroszkopia, a biofizika és az informatika fejl6-
désén munkalkododknak is. Kirajzolédni latszik mar
a tertilet kovetkez8 mérfoldkove, amennyiben egy-
re tobb in vivo fluoreszcencia technoldgia valik elér-
het6vé nagy feldolgozoképességii rendszerekben is.

Koszonetnyilvanitas
A szerz6k koszonetet mondanak az OTKA T48745
program tamogatasaért.
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Fitoalexinek mint névényi antimikrobialis vegyiiletek
és a ndvényi betegség-ellenallésag

Phytoalexins as anti-microbial compounds associated with the
disease resistance response of plants

Ersek Tibor

Nyugat-magyarorszagi Egyetem, Mezdgazdasagi és
Elelmiszer-tudomanyi Kar, N6vényvédelmi Tanszék,
9200 Mosonmagyarovar, Var 2.

Osszefoglalas

A fitoalexin-kutatas mintegy hat évtizedes torténete
a masodlagos anyagcsere és a génregulacio tertile-
tén produkélt eredményeivel alapvet§ és hasznos
ismeretekkel gazdagitotta a novényi biokémiat,
valamint a molekuléris biolégiat novényi és mikro-
bialis szinten egyarant. Novénykoértani szempont-
bél azonban sokkal fontosabb az, hogy 1j és meg-
lep6 Osszefiiggéseket tart fel a névények és kor-
okozéik kapcsolatdban, egynémely esetben moleku-
laris biolégiai bizonyitékat adva Flor ,gén a génnel
szemben” elméletének. Azonban az eredeti kérdést,
nevezetesen azt, hogy a fitoalexinek valéban a no-
vényi rezisztencia aktiv részesei vagy annak veleja-
r6i csupan, a széles kord vizsgalatok ellenére sem si-
keriilt egyértelmden tisztdzni az elmult hatvan év
alatt.

Ersek, T.

University of West Hungary, Faculty of Agricultu-
ral and Food Sciences, Department of Plant Protec-
tion, H-9200 Mosonmagyarévér, Var 2, Hungary

Summary

Results achieved in secondary metabolism and
gene regulation during the nearly six century
long history of phytoalexin research have en-
riched plant biochemistry, as well as plant and
microbial molecular biology with fundamental
and advantageous information. An even more
important consideration from the aspect of plant
pathology is that they have unrevealed novel
and surprising processes within the plant-patho-
gen interactions, in given cases providing molec-
ular biological evidence for the Flor's gene-for-
gene theory. Nonetheless, the original question,
whether phytoalexins are indeed active partici-
pants or consequence of plant resistance has not
been answered, in spite of the wide range explo-
ration, during the last sixty years.

Anovénykortan egyik alapvetd kérdése: miben rej-
lik a névényi betegség-ellenallésag (rezisztencia)?
Hogyan lehetséges az, hogy egy kérokozé faj vagy
annak bizonyos rassza az esetek tobbségében csak
egy, esetleg néhany novényfajt vagy — a fajon beliil
— néhany fajtat képes betegiteni? Megforditva: mi
lehet az oka annak, hogy egyes névények (faj, fajta)
ellendlldak bizonyos — potencidlisan névénypato-
gén — mikroorganizmusokkal szemben, masok vi-
szont fogékonyak?

Az a tapasztalati tény, hogy a névények kornyeze-
tében 1év6 szdmtalan mikroorganizmus koziil csu-
pan néhany képes fert6zni és még kevesebb meg-
betegiteni az illet6 novényfajt vagy -fajtat, arra az
altalanos kovetkeztetésre vezetett, hogy a nové-
nyek valamilyen médon képesek meggétolni egyes
kérokozok elterjedését szoveteikben, végsd soron
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ellendllni a betegségnek. Biotréf (obligat) parazitak
tanulmanyozasa alapjan sokdig ugy vélték, hogy a
novényben a fert6zési pont koriil gyorsan nekroti-
zalodott (elhalt) szovet lokalizalja a csak €16 kozeg-
ben fejlédni képes kérokozot, vagyis hogy a fertd-
zés altal kivaltott novényi sejthalal az (egyik, talan
legfbb) oka a rezisztencidnak mind nem gazdéban
(altalanos rezisztencia), mind a gazdanovény egy
rezisztens fajtajaban (vertikdlis vagy rasszspecifi-
kus rezisztencia). Amikor kideriilt, hogy az elhalt
szovetben is fejlédni képes nekrotréf (fakultativ)
parazitdk éppugy gyors nekrotizdlédast indukal-
hatnak, és a rezisztens novény elhalt szoveteiben
éppugy gatlodnak, mint a biotréfok, logikusnak
latszott az a feltételezés, hogy a nekrotizalédast ki-
séré anyagcsere-valtozasok — vagyis tagabb érte-
lemben az dn. hiperszenzitiv reakci6é (HR) — sordn
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olyan kémiai anyagok keletkeznek, amelyek anti-
mikrobidlis hatasukkal ledllitjadk a szovetbe hatold
kérokozéd tovabbi fejlédését, esetleg elpusztitjak
azt, miel6tt betegséget okozna [1,2]. Ez a feltétele-
zés vezetett az Un. fitoalexin-tedria kifejtéséhez, és
nyitott teret a rezisztens névény gyors fert6zési va-
lasza soran végbemend biokémia folyamatok inten-
ziv kutatdsanak.

A fitoalexin-elmélet

Miiller és Borger [3] ma mar klasszikusnak szamité
munkajuk soran - lényegében a szerzett reziszten-
cia jelensége kapcsdn — azt tapasztaltdk, hogy ha
egy burgonyafajta gumoszeletét elSfert6zik a
Phytophthora infestans egy olyan rasszaval, amelyre
az adott fajta (rasszspecifikusan) rezisztens, akkor
a HR-rel reagdlé gumoszovet feltételezhetSen anti-
mikrobidlis vegytiletek, az un. fitoalexinek terme-
lése révén gatolja meg egy kovetkezd, olyan rasszal
valo fert6zés kiteljesedését, amelyre a burgonyafaj-
ta eredetileg fogékony. Késébb Miiller az 1950-es
évek végén arra a megallapitasra jutott, hogy az &l-
taldnos (a nem gazda) rezisztencia is a fitoalexinek-
nek tulajdonithaté.

A miilleri fitoalexin-tedria alapjan kimondhato,
hogy a fitoalexinek (FA-ek) olyan kis (szazas nagy-
sagrendbeli) molekulatomegii vegytiletek, amelyek
a novény és koérokozé kolcsonhatdsanak eredmé-
nyeként termel6dnek a rezisztens novényi sejtek
nekrobiézisa (HR-ja) soran, és amelyek antimikrobi-
alis hatasukkal gatat szabnak egy mésodik fert6zés
vagy a kozvetleniil tiamadé gomba elterjedésének
[4-12]. Néhéany korai munka alapjan egyértelmiivé
valt, hogy a FA-ek egészséges névényben nem mu-
tathatok ki, felhalmozédasukat pedig nemcsak
gombads, hanem baktériumos és virusos fert6zések
is kivaltjak a korokozora rezisztens névényben (in-
kompatibilis kapcsolatban). Nemcsak gombagatl6
(antifungélis), hanem antibakterialis hatasuk is van,
virusokkal szemben azonban az eddigi adatok alap-

jan hatastalanok. Igy a FA-ek elvileg meghatérozé
tényezdi lehetnek a novényi betegség-ellenallosag-
nak, legaldbbis gombdkkal és baktériumokkal
szemben. Az eredeti koncepciénak ellentmondé
eredmények okdn azonban hamar felmeriilt a FA-
tedria revizidjdnak sziikségessége, vagyis annak
megallapitdsa, hogy valdban rezisztenciatényez&-e
a FA, vagy csupan a rezisztenciét kisérd jelenségek
egyike.

Altalanos jelenség-e a FA-termelés?

Egy izoflavon tipust vegyiilet, a borsébdl szér-
maz6 pizatin volt az els6 FA, amelyet szerkezetileg
azonositottak, 1960-ban. Ezt kovet8en kertilt sor a
bab egyik fitoalexinjének, a szintén izoflavon tipu-
su fazeolinnak, majd rokon vegyiileteinek, vala-
mint a burgonya (el6szor a ,Rishiri” fajta) gumo-
jaban termel8dd szeszkviterpén, a risitin kémiai
meghatarozasara. A legkiilonb6z8bb névénycsala-
dok — elsésorban a zarvatermdk és féleg a kétszik-
ek — tobb szaz fajabdl izolalt vegyiiletek szama sza-
zas nagysagrendi. Rokon névények éltaldban azo-
nos tipusu vegyiilete(ke)t termelnek. Tgy példaul a
Leguminosae-ben az izoflavon FA-ek, a Solanaceae-
ben a szeszkviterpének, a Malvaceae-ben a naftalde-
hidek, a Compositae-ben a poliacetilének, a Convol-
vulaceae-ben a furanoterpének, az Orchidaceae-ben a
fenantrének a jellemz&ek. Ennek alapjan a FA-ek
felhasznédlhatok kemotaxondémiai Osszefliggések
tanulményozasara.

Nemcsak fert6zés, hanem a mikroorganizmusok
bizonyos anyagcseretermékei és/vagy szerkezeti
anyagai (szénhidratok, fehérjék, lipidek) mint tn.
biotikus elicitorok szintén indukalhatnak FA-t az
é16 korokozora fogékony és rezisztens ndvényben
egyarant. Hasonloképpen aspecifikusak egyes me-
chanikai és kémiai stimulusok, az tin. abiotikus eli-
citorok. Mindez arra utal, hogy a FA-termelés tob-
bé-kevésbé altalanos novényi valasz, de az, hogy az
esetek tobbségében inkabb a rezisztens novény fer-

Ersek Tibor, a biologiai tudomany doktora 1978 6ta. Szakteriilete a novényvédelem és nvénykor-
tan, ezen beliil a Phytophthora-fajok intra- és interspecifikus valtozékonyséaga. 1970 és 2007 kozott az
MTA Novényvédelmi Kutatéintézetének munkatdrsa, ahol 1995-t6l 2005-ig 6ta a Novénykortani
Osztaly tudoményos osztalyvezetdje volt. 2007 6ta egyetemi tandr a Nyugat-magyarorszagi Egye-
tem, Mez$gazdasag- és Elelmiszer-tudomanyi Karan. Az Acta Phytopathologica et Entomologica Hun-
garica és a Plant Protection Science (CZ) szerkesztébizottsdgénak tagja, 2000-ben a Magyar Agrartu-
domanyi Egyesiilet (MAE) Novényvédelmi Tarsasdg Linhart Gyorgy Emlékérem Kkitiintetettje. Ez a
kozlemény a kozelmultban konyvfejezetként megjelent 6sszefoglaléjanak [12] roviditett valtozata.
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t6zési reakcidja, mint a fogékonyé, felveti a specifi-
kussag kérdését: milyen specifikus mechanizmus
hizoédik meg a hattérben?

Fitoalexinek és az altalanos rezisztencia

Az altalanos rezisztencia, vagyis egy novényfajnak
mas novényfajokra specializalédott kérokozokkal
szembeni ellenallésdga gyakran gyors FA-akkumu-
laciéval jar6 HR-ban fejezddik ki, miutan a poten-
cidlis korokozo fert6zi (de nem betegiti meg) a sza-
mara idegen névényt. De vajon van-e ok-okozati
Osszefiiggés a FA-termelés és a rezisztencia e tipusa
kozott? ElSfordul ugyanis, hogy egy koérokozé a
sajat gazdanovényében (tehat fogékonysag esetén)
legalébb olyan gyors és nagymértékii FA-akkumu-
laciot indukal, mint az illet§ ndvényfajra nem pato-
gén mikroorganizmus. Feltételezték, és késébb bi-
zonyitottak is, hogy ilyenkor a patogén azért képes
betegséget kivaltani, mert kevésbé érzékeny (tole-
ransabb) az &ltala indukélt FA-nel szemben, mint
az adott fajon HR-t okozd, nem patogén mikroor-
ganizmus. A FA-tolerancia tehat a kérokozénak az
a képessége, amellyel az éltala indukalt FA feltéte-
lezett in planta gatl6 hatasat lekiizdi, megkonnyitve
ezaltal sajat elterjedését a novényben. Ezzel szem-
ben a rezisztencia a kérokozé fokozott FA-érzé-
kenységének tulajdonitott. Az Ascochyta pisi és a
szintén borsépatogén Fusarium solani {. sp. pisi (te-
leomorf: Nectria haematococca) toleranciajat az ame-
rikai VanEtten és kutatdcsoportja [13] annak tulaj-
donitotta, hogy in vitro mindkett6 képes a pizatint
demetilaldssal szamara kevésbé toxikus vegydiiletté
alakitani. Amikor az utébbi gomba pizatin deme-
tildz enzimjének génjét (pda) sikertilt klénozni, ki-
dertilt, hogy tobb ilyen gén is van a genomban. Va-
lamennyit a pizatin indukdlja, de eltéré haté-
konyséaggal; azok a legagresszivebb torzsek, ame-
lyekben az indukcié gyorsan végbemegy, és az en-
zimaktivitds is nagy. Szenzacioként hatott, hogy a
pda gén olyan minikromoszémdn helyezkedik el,
amely egyes torzsekben hianyzik és az ilyen tor-
zsek nem is okoznak betegséget. Némiképp csalo-
dast jelentett az a késébbi megéllapitas, amely sze-
rint a FA ilyetén lebontasanak képessége nem elen-
gedhetetlen, csupan hasznos fegyvere a kérokozoé-
nak, mert az a demetildzaktivitas hijan is képes be-
tegséget kivaltani — a pizatinakkumulaci6 ellenére.
Mi tobb, egy masik borsépatogén gomba, az Apha-
nomyces euteiches szintén gyors és nagy mennyiségt
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FA-t indukél gazdandvényében (tehat kompatibilis
kapcsolatban), de annak ellenére, hogy in vitro igen
érzékeny a FA-re, és hatastalanitani sem képes azt,
gyorsan terjedve stlyos betegségtiinetet okoz a
borsén. A tolerancia mechanizmusa a névény-bak-
térium kapcsolatokban nem ismert, és a fajta—rassz
kolesonhatasokban sem miikodik. Mindez arra utal
— jollehet a FA-kozombositésnek egyéb, eddig fel-
taratlan moédjai is lehetnek —, hogy legaldbbis a piza-
tin demetilaz inkabb agresszivitas-, mintsem pato-
genitasi faktor. Mas sz6val: a FA-ek fontosnak téing,
de semmi esetre sem els6dleges tényezGi az altala-
nos rezisztencianak.

Fitoalexinek és a rasszspecifikus
rezisztencia

A FA-akkumuldcio hidnya fogékonysighoz vezet

Szamos kisérlet igazolja, hogy a FA-felhalmoz6das
gatlasaval a korokozofaj egyes rasszaira genetikai-
lag rezisztens novényfajta fogékonnya valtoztatha-
t6. Mar-mér klasszikusnak mondhat6 kisérletében
Chamberlain és Paxton [14] kimutatta, hogy ha a
Phytophthora megasperma f. sp. glycinea (szinonima-
ja: P. sojae) megfelel$ rasszéaval fert6zott rezisztens
szbjafajta szarabol egy vékony pamutfonallal elve-
zetik a keletkezett FA-eket, akkor a novény fogé-
konnya valik a fert6z6 kérokozéra. Ha pedig a fo-
nalat egy, az adott rasszra fogékony névény szara-
ba atvezetik, abban FA mutathato ki, és rezisztens-
sé valik. Szépséghibaja ennek a munkanak az, hogy
nem tudjuk, hogy a FA-eken kiviil milyen mads, a
rezisztencia szempontjabdl esetleg fontos vegyiile-
tek mobilizal6dnak.

Altaldnos fehérjeszintézis-gatlokkal (aktinomicin,
blaszticidin) vagy specifikusabb inhibitorokkal —
mint a flavon tipusi FA-ek bioszintézisében is
kulcsszerepet jatszé fenil-alanin-ammonia lidz
(PAL) enzimnek a kompetitiv inhibitorai (példaul
az amino-oxiacetdt) — egyarant gatolhaté a FA-
akkumulacié [15] inkompatibilis kolcsonhatasok-
ban, amellyel 6sszhangban vagy amelynek ered-
ményeként a kérokozd gomba, illetve baktérium
terjedésének (szaporoddsidnak) a gétoltsaga felol-
dodik, és betegségtiinet jon létre az eredetileg re-
zisztens novényben. Az ilyen vizsgalatoknak — bar
félreérthetetleniil bizonyitjak a FA-ek de novo szin-
tézisét — megvan az a szépséghibajuk, hogy nem
elég specifikusak, azaz nem a termindlis FA-szinté-
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zist befolyasoljak. Még a PAL specifikus inhibitorai
is a fehérjeszintézisben kozponti helyet betolts fe-
nil-alanin-készletet médositjak, vagyis lényegében
a fehérjeszintézisbe avatkoznak. Ezért igen fontos,
de nem konnyt feladat a terminélis FA-szintézis-
ben részt vevs enzimek szerepének vizsgalata. Bar
a kiiléonbozd tipusu vegyiiletek eltérd bioszintézis-
utjai elég régota ismertek [15], sokdig szinte semmit
nem tudtunk az e folyamatokban részt vevé enzi-
mek jellegérél. A sikimisav-, az acetat-malonat- és
az acetat-mevalonat-reakciéutakon keresztiil kelet-
kez6 gliceolin mint a sz6ja f6 FA-je altalanos szinté-
zisének kezdeti szakaszaban miik6dd PAL (a fenil-
alanint mint az egyetlen lehetséges prekurzort de-
aminalja) mellett egy olyan enzim, a prenil transz-
ferdz 1étét is bizonyitottak [16], amely a terminalis
szintézisben miikodik. Elicitorral kezelt széjaszik-
levél sejtmentes kivonatdban ez az enzim a trihid-
roxi-pterokarpant prenildlja egy olyan szarmazék-
k4, amely a gliceolin kozvetlen prekurzoranak te-
kinthetd.

A gomba gitldsa fogékony novényben FA-akkumuldciét
eredményez

A FA-eknek a vertikalis rezisztencidban feltétele-
zett elsGdleges szerepét — ezzel a FA-tedria érvé-
nyességét — magyar kutatok kérdGjelezték meg els-
szor. Kiraly et al. [17] kimutattak, hogy az inkom-
patibilis burgonya—Phytophthora infestans kolcson-
hatésra (is) jellemz§ szoveti nekrotizélédas, illetve
a szeszkviterpén FA-ek (risitin és rokon vegydiletei)
akkumulacigja kivélthaté fogékony gumoszeletek-
ben is, ha a novényi szovetbe hatolé koérokozd
valamilyen médon gatolt vagy karositott. Az ultra-
hanggal roncsolt micélium kivonatdval valé keze-
lés vagy a genetikailag kompatibilis kdlcsonhatast
eredményez§ fertézéssel egy idében (esetleg né-
hany oraval késébb) végrehajtott antibiotikumos
(példaul kléramfenikolos) kezelés egyarant rezisz-
tenciavalaszt (hiperszenzitiv nekrézis, FA) indu-
kalt. Az antibiotikum a kérokozonak a fogékony
gumoszovetbe vald penetracidjat nem akadalyozta
meg, csupan micelidlis novekedését (a kolonizéci-
6t) gatolta. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy egy ge-
netikailag meghatarozott inkompatibilis kapcsolat-
ban is a kérokozénak el6szor — egy ismeretlen, spe-
cifikus (késébb felismerési reakcioként aposzt-
rofalt) mechanizmus révén — szintén gatlédnia
és/vagy kérosodnia kell ahhoz, hogy az ily médon

felszabadulé anyagai (elicitorai) kivalthassdk a no-
vényi sejtek HR-jét, a FA-termelést is beleértve.
Mindezek alapjan kimondtak, hogy a hiperszenzi-
tivitds (nekroézis, FA) nem oka, hanem kovetkez-
ménye a rezisztencidnak. Azt azonban e munka
alapjan és a késébbi kutatdsok ismeretében nem le-
het kizarni, hogy a FA-ek — mintegy végsd dofés-
ként — hozzdjarulnak a felismerés kovetkeztében
mar meggyengitett (kdrositott) kérokozé teljes gat-
lasdhoz (elpusztitasdhoz).

Specifikus vagy aspecifikus elicitorok?

A korokozok elicitorainak (vagyis hiperszenzitiv
tipust nekrézis és vele altaldban Osszefiiggd FA-
felhalmozddas indukalasara képes kémiai anyagai-
nak) sokszor ellentmondasokkal terhelt vizsgalata
két lehetSséget vetett fel. Az egyik — régebbi — el-
gondolas szerint a kérokozé kiilonbozd rasszainak
azonos, nem specifikus elicitorai vannak. Ezek in-
kompeatibilis kapcsolatban a kérokozé kezdeti ka-
rosodasat kivalt6 specifikus felismerési reakcié so-
ran szabadulhatnak ki, és aspecifikusan indukéljak
a szoveti nekrozist, illetve a FA-termelést. E tekin-
tetben nyitott marad a kérdés: milyen specifikus
mechanizmus rejtézkodik a hipotetikus felismerési
reakcié mogott? Az tjabb keletd felfogds értelmé-
ben a kérokozoénak az aspecifikus mellett specifi-
kus elicitorai is vannak. Ez utébbiak mint domi-
néns avirulenciagének (kozvetlen vagy kozvetett)
termékei csak az adott kérokozéra rezisztens
novényfajtdban miikodnek — Flor ,gén a génnel
szemben” (gene-for-gene) modellje [18] alapjan —
azaltal, hogy kolcsonhatasba 1épnek a névény do-
mindns rezisztenciagénjének termékével mint re-
ceptorral. Ennek a kélcsonhatdsnak az eredménye:
specifikus FA-indukcié, amelyet késébb az aspeci-
fikus kovet(het). Ennek az elképzelésnek az alapjan
a felismerésért és a HR- (nekrézis-, illetve FA-) in-
dukciéért ugyanazok a kémiai anyagok felelGsek.
Egyes vélemények szerint az aspecifikus elicitorok
szerepe masodlagos, és egy dltalanos rezisztencia-
valaszt indukalnak.

MeglehetSsen kevés a specifikus elicitorok 1étére
utal6 adat. A széja sziklevelében sebzés (egyébként
maga a fert6zés is egyfajta sebzésként foghato
fel) hatasara aktivalédoé endogliikandz enzim a
Phytophthora sojae sejtfalabdl glitkomannant szaba-
dit ki, amely rasszspecifikus elicitorként funkcio-
nal, vagyis csak azokban a széjafajtdkban indukal
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FA-termelést, amelyek rezisztensek a kérokozo
ama rasszara, amelybdl az elicitor szarmazik [19].
Az idézett munkabdl az a kovetkeztetés vonhato le
— jollehet a szerzdk ezt nem tették —, hogy a kor-
okozé sejtfalanak mintegy karosodasként elkony-
velhet§ szerkezeti atalakulasa (az elicitor kiszaba-
dulésa) eléfeltétele a FA-felhalmozddasnak.

A DeWitt vezette holland kutatécsoportnak az
1980-as évek elejétsl elért eredményei igen meg-
gy6zdnek tlinnek a HR (valéjaban csak a hiper-
szenzitiv tipusd nekrézis, de nem a FA) indukcidja-
nak specifikussagaval kapcsolatban [20]. Vizsgéla-
taik a paradicsompatogén Fulvia fulva (szinonima-
ja: Cladosporium fulvum) gombét célozzdk, amely
a paradicsomlevél sejt kozotti jaratait kolonizalja.
A gombanak a Cf9 rezisztenciagént (amelyet azo-
nositottak és klénoztak) tartalmazé paradicsomfaj-
tan HR-t okoz6 ama rasszai, amelyekben a ,gén a
génnel szemben” elmélet alapjan feltételezett avr9
avirulenciagén jelen van, specifikus elicitorhatast
fejtenek ki. Megjegyzendd azonban, hogy ez az eli-
citorhatas csak a hiperszenzitiv nekrézis indukcio-
javal kapcsolatos, FA-termelés a paradicsomban
nem mutathaté ki!) Az aktivitds csak a Cf9 gént
hordozé fajtdkban valt ki HR-t, azaz rasszspeci-
fikus. Nem izolalhat6 az elicitor sem a gomba te-
nyészetsztirletébdl, sem a fert6zott rezisztens faj-
takbol. Kinyerhet6 azonban a fogékony fajtak fertd-
z6tt leveleinek sejt kozotti jarataibél abban az eset-
ben, ha a fert6z6 rassz valamilyen kombinaciéban
tartalmaz funkciondlis avr9 gént. Ez azt jelenti,
hogy egyfel6l a gombanak fol kell szaporodnia
(a névényben!) ahhoz, hogy kimutathaté6 mennyi-
ségt elicitort termeljen, masfeldl pedig elicitorhaté-
sanak kifejtéséhez sziikséges a megfelels reziszten-
ciagén specifikus produktuma (receptora).

A fert6zott és az adott rasszra fogékony paradi-
csomlevelek intercellularis folyadékdnak kémiai
elemzésébdl kideriilt, hogy az elicitor egy 28 ami-
nosavbdl allo, ciszteinben gazdag peptid, amely az
avr9 gén kdzvetlen terméke, s jelen van mindazok-
ban a rasszokban, amelyek tartalmaznak funkcio-
nalis aur9 gént. Az elicitorgén legalabb egy kopidjat
felvett (eredetileg virulens) transzformansok aviru-
lenssé véltak (HR-t okoztak) a Cf9 paradicsom-
genotipusban. Viszont ha folyamatossagéban (disz-
rupciéval) megszakitottdk az avr9 gént, akkor az
ilyen toérzs nem termelt elicitort, és virulenssé val-
tozott a Cf9 fajtan. A kérokoz6 més rasszaiban is ta-

86

laltak ciszteinben gazdag, specifikus elicitorokat és
az azokat koédolé avirulenciagéneket mint példaul
az avr4 gént, amely a Cf4 rezisztenciagént hordozo
paradicsomfajtdk HR-janak indukalasaért felelSs.
Ugy ttinik, az egyes avirulenciagének szekvencidja
mindodssze egyetlen, bar kiilonb6z8 helyen fellépd,
de mindig a ciszteinkodont érinté pontmutaciéban
kiilonbozik egymastol, amikor is a TGT ciszteinko-
don a TAT tirozinkodonra médosul. Mivel a ciszte-
in meghatdrozoé szerepet jatszik a fehérjék masodla-
gos és harmadlagos szerkezetének kialakitasaban,
mar ez a kis médosulds elég ahhoz, hogy a gaz-
danovény elicitorspecifikus receptorai ne ismerjék
fel az adott elicitort, vagyis hogy ne alakuljon ki
HR. Ezek az eredmények egyértelmtien igazoljak —
legalabbis ebben a novény—-parazita kapcsolatban —,
hogy (a) az avirulenciagén és a rezisztenciagén ter-
mékeinek kolcsonhatasa hatdrozza meg a rassz-
specifikus rezisztencia kialakuldsat a ,,gén a génnel
szemben” modellnek megfelelSen; (b) az elicitor az
avirulenciagén kozvetlen transzlaciés terméke,
amely fogékony novényben is termelédik (tehat
anélkiil, hogy a gomba eléz6leg karosodna), de ab-
ban specifikus receptor hidnydban nem képes HR-t
indukalni.

Specifikus elicitorokat és/vagy azok avirulencia-
génjeit (avr) sikeriilt kimutatni néhany mas gom-
baban és egyes baktériumokban, jollehet az elicitor
nem minden esetben bizonyult kézvetlen génter-
méknek, illetve volt olyan, hogy az avr gént izo-
laltdk, de a kozvetlen vagy kozvetett génterméket
(specifikus elicitort) nem. Az els§ bakterialis avr
gént a szojat betegitd Pseudomonas syringae pv.
glycinedbdl izolaltédk [21]. Talaltak egy olyan klont,
amely mas rasszok virulencidjat az adott széjafaj-
tan avirulenssé valtoztatta. Az avr gén kozvetlen
(fehérje-) terméke azonban a vdrttal ellentétben
nem miikodott elicitorként. A P. syringae paradi-
csompatogén valtozatdbdl (pv. tomato) klonozott
avrD gén kozvetlen termékének szintén nincs elici-
toraktivitdsa. Mindkét esetben kozvetett elicitor-
hatast feltételeznek.

A sokszor csak egynéhany sejtre terjedd, ezért sza-
bad szemmel nem lathaté HR sordn a szokdsos ki-
vonasi eljardsokkal nem mutathaté ki FA. Sajatos
mikroszképos és festési modszerek alkalmazasaval
viszont bizonyithat6, hogy — példaul a Peronospora
manshuricival fert6zott rezisztens szodjalevélben —
kozvetleniil a gomba penetracids helye koriil elhald
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néhdny novényi sejtben a szdja izoflavon tipusi
FA-jeire (gliceolin és rokon vegyiiletei) jellemzd
autofluoreszcencidju anyag akkumuldlédik mint-
egy 10 6ran beliil. Fogékony névényben ezzel szem-
ben csak tobb nap miilva észlelhet§ igen kis mér-
ték felhalmozodas [22].

Molekularis modszerek a fitoalexinek
szerepének vizsgalataban

A FA-eknek a rezisztencia jelenségével valo kapcso-
lata (ok vagy korrelativ esemény) igazolasara igé-
retesnek tling lehet&ség olyan transzgenikus vagy
bioszintézis-mutans novények elballitasa, amelyek
elvesztették FA-termel§ képességiiket. Ma mar
tobb, a terminélis FA-szintézisben részt vevs (tehat
specifikus) enzim ismert, mint példaul a Solanaceae
csaladra jellemzd szeszkviterpén ciklaz, vagy egy
metil transzferdz, mely a borsé izoflavon FA-je, a
pizatin szintézisének végsd 1épését végzi. Ezeknek
az enzimeknek a specifikus gatlasaval, illetve —
mivel a kédol6 géneket mar klonoztik is — génjeik
diszrupciét kovetS atiiltetésével kozelebb jutha-
tunk a megoldashoz.

Az egyetlen névény az Arabidopsis thaliana, amely-
nek sikeriilt eddig FA-képzésre képtelen (FA-de-
ficiens) mutansait elGallitani [23]. Ez a rovid te-
nyészidejli és viszonylag kis genomu, ezért a ge-
nomkutatdsokban kedvelt modellndvény a kama-
lexin (kéntartalmu indolvegyiilet) nevii FA-t terme-
li. Kamalexin-deficiens mutansaival végzett vizsga-
latok némi csalédast keltettek, mert egyes mutan-
sokban — bar nem termel6dott FA — az indukalo
(inkompatibilis) kérokozé nem ndvekedett jobban,
mint az eredeti, FA-képzésre képes novényekben.
Ezek a vizsgélatok egyeldre sugalljdk, hogy a FA-ek
semmiképp nem kizarélagos meghatarozoi az un.
oroklott rezisztencidnak.

Az utébbi évek genomkutatdsainak koszonhetSen
néhany novénybdl (példaul az Arabidopsishil, rizs-
bdl stb.) sikeriilt rezisztenciagéneket klénozni és ki-
mutatni, hogy ezek mas novénybe atvive is mtiko-
déképesek. EgyelSre az alapkutatds szintjén, de
szintén igéretesnek tlinnek azok a prébalkozasok,
amelyek a koérokozok elicitortermelésért felelGs
avirulenciagénjeit épitik be azoknak a novények-
nek a genomjdba, amelyek hordozzak az elicitor-
nak megfelel§ rezisztenciagént [24,25]. A cél az,
hogy védekezési gének promoétereivel tigy szaba-

lyozzak az avirulenciagént, hogy az csak fert6zés-
kor (HR) fejez6djék ki.
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A viz mint biomolekula

Tisztelt Szerkesztd iir!

Régebben egyik fizikus bardtom azt bizonygatta,
hogy mivel az atomok tomegének legnagyobb ré-
sze az atommagban koncentralédik, a magkutatas-
nal semmi nem lehet fontosabb. Nemrégen, a gon-
dolatmenetet tovabbfiizve, egyik vegyész bardtom
ugy érvelt, hogy a viz a legfontosabb biomolekula,
hiszen az éI6 sejtek tomegének jelentSs részét viz
teszi ki. J6t mulattam a humorosnak szdnt meg-
jegyzésen, mindaddig, amig kezembe nem vettem
a Magyar Biokémiai Egyesiilet hivatalos lapja,
a Biokémia 2007. jaliusi szamat. A kiadvany harom
cikkben mutatta be a viz kevéssé kutatott és a tudo-
manyos kozvélemény altal kevésbé elfogadott al-
kalmazasi lehetGségeit.

A viz kiilonleges sajatsagai és jelent6sége mind-
annyiunk szdmadra kozismert. Szervetlenkémia-ta-
narunk lelkesen ecsetelte a vizzel kapcsolatos ano-
malidkat, amelyek mindegyike megmagyarazhato
a molekuldk kozotti hidrogénkotések kialakuldsé-
val. Szerveskémia-tanarunktdl azt is megtudhat-
tuk, hogy a szervetlen vegyiiletekkel szemben, a
szerves molekuldk vildgdban gyakori a hidrogén-
hid-kapcsolat, ami szamos biolégiailag jelent8s
anyag (cukrok, fehérjék, nukleinsavak) szerkezeté-
ben jatszik fontos szerepet. Igy az is konnyen ért-
het6vé valt, hogy a viz az é16 szervezetekben nem
egyszeriien csak oldészer, hanem fontos kolcson-
hat6é partner, a makromolekuldk integrans eleme,
ugy, ahogyan azt Bokkon Istvan bevezetd cikkében
[1] roviden Osszegezte. A téma jelentSségét illuszt-
ralja, hogy a ,water” széra végzett kereséssel 394 699
orvosi vagy biologiai téméju cikket és kivonatot ta-
laltam az NCBI adatbazisaban. Nagy az érdekl&dés
a természetes vizek, dsvanyvizek és gyogyvizek
irant is. A cikk azonban nem ebben az iranyban ha-
lad tovébb, inkabb a ,rizikés” kérdéseket targyalja.

A magneses vizlagyitas, helyesebben magneses viz-
kezelés hazankban a 1970-es évek masodik felében
valt kozismertté, amikor Beck Mihaly Tudomany-
altudomany cimt kényvében [2] negativ példaként
ismertette. Annak ellenére, hogy mar tobb mint fél
évszazada hasznaljdk (az els6 vizkezelS berende-
zést 1945-ben, Belgiumban szabadalmaztattak), a
mai napig nem vildgos miikodési elve. A tisztan-
latast zavarja, hogy a szakmai érdekl6dés mel-
lett/helyett jelent6s gazdasagi érdekek is kozrejat-
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szanak. Kozismert, hogy
a magneses tér hat a para-
magneses anyagokra és a
toltéssel rendelkez$ részecskékre, ily modon be-
folyasolja a kémiai reakciok lefolyasét, de az nem
igaz, hogy meggatolja a vizks (CaCO; és MgCO,)
kivalasat a kemény vizbSl. Eppen ellenkezdleg,
kontrollalt koriilmények kozott az allandé mag-
neses tér elGsegiti a kristalygocok kialakuldséat és
CaCOj; kristalyok képzddését [3]. A kezelés azért
lehet elényds, mert tobb kisebb kristdly jon létre,
illetve az edény és cs6halézat falahoz erdsen
tapado kalcit kristdlyforma mellett kialakul a t-
szer(i, kevésbé tapadé aragonit [4], aminek az el-
tavolitdsa kevesebb nehézséggel jar. Eddig egyet-
értek Bokkon fejtegetésével. Azonban a magneses
vizkezeléssel kapcsolatban stilyos félreértésnek tar-
tom azt a széles korben elterjedt hiedelmet, misze-
rint a hatds a magneses tér alkalmazasa utan so-
kaig, akar napokig is fennmaradhat. A hosszu tava
hatas fizikai alapjainak hidnyara mar Beck Mihaly
is rAmutatott, ezt a jelenséget az tjabban publikalt
mérvadé tudomanyos cikkek meg sem emlitik.
Eppen ezért az el6zetesen méagnesezett viz biol6-
giai hatédsairdl szo6l6 kozléseket kétkedéssel kell
fogadnunk. A modern diagnosztikai eljarasok szé-
les korti alkalmazasa lehet&vé tette, hogy betegek
ezrei essenek at a magneses térben végzett, a mag-
neses rezonancia elvén torténd képalkotasos (MRI)
vizsgélaton. Ennek ellenére még senki nem szamolt
be a kozlemények alapjan varhaté kedvezd hata-
sokrol.

Az oxigénnel dusitott viz ivasa a szervezet oxigén-
ellatadsanak kis hatasfokt médszere. A viz csak kis
mértékben oldja az oxigént: 0 °C-on 4,89 ml; 25 °C-
on 3,16 ml; 50 °C-on 2,45 ml oldhat6 fel 100 g viz-
ben. Ezeket az adatokat azért masoltam ki a Hand-
book of Chemistry and Physics kézikonyvbdl [5], hogy
céfoljam azt a hibas megallapitast, miszerint a hi-
tés csokkenti az oldottoxigén-tartalmat. Egyben azt
is lathatjuk, hogy 1 dl szoba-hémérsékletd, légkori
nyomason oxigénnel telitett viz elfogyasztasakor
kb. 3 ml tiszta oxigén keriil a gyomorba. (Ezt a
mennyiséget kb. 15 ml levegé beszivasaval juttat-
hatjuk a ttidébe.) A cikkben emlitett 200 mg/ml
koncentréciéjui oldatot csak tilnyomassal lehet el6-
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allitani, a kb. 6 atm nyomason telitett viz 1 dl meny-
nyisége mar 18 ml oxigént juttat a szervezetbe.
Hogy a kezelésnek nincs karos mellékhatésa, kony-
nyen elhihet6, de ez még nem bizonyitja azt, hogy
barmilyen elénnyel jarna. Szdmomra ugy tfinik,
hogy a szovetek oxigénellatasanak a vérkeringést
megkeriild médon torténd biztositdsa nem lehet
versenyképes az orvosi gyakorlatban alkalmazott
oxigénbelélegeztetéssel szemben.

Lehetséges, hogy a szerzd a fenti két példaval ki-
vanta felhivni a figyelmet arra, hogy a vizzel kap-
csolatban milyen sok megalapozatlan informacié
forog kozszajon, és igy készitette el§ azt a témat,
amit a kdvetkez8 két cikk részletesebben kibont. A
kozonséges viz (H,O) nehézviztartalmarsl (DHO)
van sz0. Hevessy munkdassaga nyoman tigy tartjuk,
hogy az azonos elektronszamd, de eltér neutron-
szamu izotépok kémiai szempontb6l azonos mo-
don viselkednek. A hidrogén izotdpjai azonban ki-
vételt képeznek, ami érthet6, ha meggondoljuk,
hogy a précium (*H) és deutérium (*D) atomtéme-
ge kozott 100% eltérés van. Ezzel szemben a '*C és
a ®C kozotti kiilonbség minddssze 8%. Az izotépok
tomegkiilonbségbdl adodo reakcidképesség kiilonb-
ségét a kinetikai izotdpeffektus (KIE) segitségével
jellemezziik. Ez azt mutatja meg, hogy a kénnyebb
izotépot tartalmazé vegyiilet hanyszor gyorsabban
reagal, mint a nehezebb izotéptartalmd pérja. AH/D
par esetében ez a szam 6-10, mig a '2C/"3C parra
vonatkoz6 érték mindossze 1,04. Kozbevetdleg
megjegyzem, hogy sehogyan sem illik a képbe
Bokkon utolsé hivatkozasa [6], miszerint a kreatin
kinaz reakciéban a Mg?*-ion sokkal hatékonyabb-
nak bizonyult, mint a **Mg**- vagy a *Mg**-izot6-
pok. A hatékonyabb izotép tomege csak 4%-ban
kiilonbozik a kevésbé hatékonyaktol, azaz a KIE
ebben az esetben elhanyagolhat6. Attdl tartok, a
szerz6 nem figyelt fel arra, hogy nem a legkisebb
iontdmeg( izotop reagalt a leggyorsabban, hanem
a paratlan nukleonszamu, ami a paros nukleonsza-
muakkal szemben magmagneses momentummal
rendelkezik. Tehat az idézett mtiben nem egyszert-
en az izotdéparanyt, hanem a magok magneses sa-
jatsagait hasznaltak fel a reakciémechanizmus tisz-
tdzasara. A KIE-ra visszatérve, jelentds hatds elsd-
sorban akkor észlelhet§, ha az izotép atom koz-
vetlentil részt vesz a kémiai reakcié sebességmeg-
hatdrozé 1épésében (elsGdleges KIE). Kisebb hatas
varhat6, ha az izotép a molekula mas részén talal-

hat6 (masodlagos KIE). A helyzetet tovabb komp-
likalja, hogy a kisméreti H-atom esetében szamol-
nunk kell a kvantummechanikai alagtthatassal is,
ami miatt bizonyos folyamatokban a hidrogén a
deutériumnal 25-szor gyorsabban reagal. Tehat a H
és D kozotti l1ényegi kiilonbség a D lomha reakcidi-
bol adodik. Ismeretes az is, hogy a disszocidciéra
képes H kicserélhet§ deutériumra. A kicserél6dés
sebessége attdl fiigg, hogy a vegyiiletben 1évé H
milyen konnyen 1ép kolesonhatasba a nehézvizzel.
A Kkicserélédési reakciot szdmos fehérje esetében
megvizsgaltdk az aminosav-oldallancok hozzafér-
het8ségének meghatarozasa érdekében, de legjobb
tudomdsom szerint egyetlen fehérjét sem talaltak,
amely kiilondsen erdsen kototte volna a deutériu-
mot. Ezért kétségbe vonom Somlyai Gabor deutéri-
umérzékel$ enzimekre vonatkozé hipotézisét [7].
Azt sem tartom valoszintinek, hogy a deutérium a
fehérjék szerkezetében jelentGs valtozasokat hoz
létre, vagy a masodlagos KIE révén fejti ki hatasat.
Sokkal kézenfekvébb, hogy a lomha deutérium le-
lassit minden olyan reakciét, amelynek sebesség-
meghatarozé lépésében a H-atom vagy H*-ion he-
lyébe Iép. Ilyen reakci6 pedig béven taldlhaté az é16
sejtekben, tobbek kozott a Somlyai altal emlitett
ATP-az [8] vagy a Kiss és mtsai [9] altal kiemelt
pumpamechanizmusok. Az életfontossagu reakci-
6k és jelatviteli utak lelassuldsa alapjan, minden to-
vébbi feltételezés nélkiil, egyszertien értelmezhetd
a nehézviz novekedést gatlo, toxikus hatasa.

A Biokémia cikksorozataban azonban nem a nehéz-
viz-hozz4addas, hanem éppen a természetes viz ne-
hézviztartalménak csokkentése és annak hatasa a
{6 kérdés. Bokkon az otlet felvetését egy 1975-ben
megjelent Nature-cikkre vezeti vissza [10]. A kozle-
mény on-line nem érhet6 el, de érdemes a konyvtar-
ban utdnajarni. Két jopofa denveri geoldgus, J. D.
Gleason és I. Friedman, egy levélben szamol be
miikedvel§ botanikai kisérletiik eredményeirdl.
Osszesen 6 db, nagyméretii befSttes iivegben vizu-
alisan kovették 25-25 zabmag csirdzdsat és noveke-
dését. Harom kiilonboz6 kisérleti protokollt alkal-
maztak: hidegben (1,7-3,3 °C), melegben (24-26 °C),
valamint valtakozva hidegben és melegben (1,7-
26 °C) nevelték a novényeket desztillalt tengerviz,
illetve alacsony *D- és '8O-tartalm, sarki jégbél ol-
vasztassal nyert viz hozzaadasa utan. Akarhogyan
is szamolom, mindegyik kisérletet csak egyszer allt
modjukban elvégezni, de szerencsére mindharom
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protokoll azonos eredményre vezetett, a zab jobban
nétt a csokkentett deutériumtartalmi vizben. Az
eredmény megfelelt a varakozasnak, ha a nehézviz
kéros, kivonasa nyilvan kedvezé kell hogy legyen.
Gyenge ldbon &ll6 mérési adataikat egyetlen hi-
vatkozassal tdmasztottdk ala: 1969-ben K. Kashutin
a Nature szovjet valtozatdban [11] arrdl szamolt be,
hogy a ho olvasztasaval nyert alacsony D-tartalmu
vizzel torténd taplalds utdn jobban névekedett az
uborka, a retek és a tavaszi buiza, a tyukok tobbet
tojtak, és a szopds malacok is jobban gyarapodtak.
A szerz8k végiil megjegyzik, hogy a kisérletek meg-
ismétlésére elegendd ho 4ll rendelkezésre a Sziklas
Hegység ormain. A szinte sz6 szerint idézett levél
stilusat és tartalmat elemezve tigy gondolom, hogy
egyszeri beugratasrol (practical joke) van sz6. Ezek
alapjan hajlok arra, hogy a csokkentett deutérium-
tartalmu viz (Dd-viz) biol6giai hatdsainak vizsgéla-
ta Somlyai felvetése alapjan 1993-ban indult meg
[8]. Elismerem, hogy az otlet kidolgozasa jelentds
batorsagot és kitartast igényelt, mert a természet
sziikre szabta a kutatd mozgasterét. Az emberi szer-
vezet deutériumkoncentracidjat a Biokémia két cik-
ke is Osszeveti a vér iondsszetételével [7,9]. Ezt az
Osszehasonlitast félrevezetének tartom, ugyanis a
koncentraciéba minden esetben beleszamoljdk az
adott elem 6sszes természetes izotopjat, csak éppen
a DHO 12-14 mM koncentraci¢janak megadasakor
feledkeznek meg a tobb mint haromezerszeres
H,O-feleslegrdl. Egyszertien meg lehet becsiilni azt,
hogy ha az 6sszes lomha deutériumot kivonjuk a
vizbdl, és ha a maximalis KIE-hatédssal szamolunk,
kb. 0,1%-kal lehet nagyobb a H-t érint6 kémiai
reakcidk sebessége Dd-vizben. Az is igaz azonban,
hogy a csokkent D/H izotépardany a Dd-viz pot-
lasaval hosszu ideig fenntarthato, és a kis kezdeti
kiilonbségek az Osszekapcsolédd enzimreakcidok
révén feler6sodhetnek. Az él6 rendszerek bonyo-
lultsagabol adéddan nem lehet megbizhat6 joslast
tenni a végs6 hatdsrol, a kérdést csak kisérletesen
lehet eldonteni. Es ime, a Dd-viz hatdsara szamos
vizsgélati rendszerben a sejtosztédds vagy sejtnove-
kedés csokkenését figyelték meg! Ugy tiinik, akar
noveljiik, akar csokkentjiik a sejtek D-tartalmét, az
a megszokott reguléci6 felbomldsahoz és a noveke-
dés gatlasdhoz vezet. Kiss és mtsai azt javasoljak
[9], hogy ez a sejten beliili pH-eltolodassal magya-
razhatd, és Somlyai hozzateszi [7], hogy mindez
Osszefiigg a génexpresszié megvaltozasaval. Vonzo
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modell, amit azonban még bizonyitani kell. Valo-
ban kimutathat6-e az intracelluléris pH eltol6déasa?
Mely gének expresszidja véltozik? Frdemes lenne
megvizsgalni egy microarray kisérletben a pH-regu-
lalt gének expresszidszintjének véltozasat. Egy ki-
sérletesen aldtdmasztott mechanizmus sokat segi-
tene a kezelés elfogadtatasaban.

Annak ellenére, hogy az izotépardny tetszSleges
ideig fenntarthat6, a Dd-vizes kezelés bioldgiai ha-
tasa atmenetinek bizonyult. Az €16 szervezetek ho-
meosztazisra torekszenek, néhdny éra vagy néhany
nap elteltével alkalmazkodnak a megvaltozott ko-
riilményekhez, és kompenzaljak a D-koncentracié
csekély valtozasat. A kompenzdacidés mechanizmu-
sokrél még semmit nem tudunk, ezek meghaté-
rozésa tovabbi vizsgdlatokat igényel, kiilondsen
azért, mert Kiss és mtsai azt feltételezik [9], hogy a
rakos sejtek rosszabb adaptacids képességiik miatt
pusztulnak el a Dd-vizben. A rakos sejtek stressz-
érzékenysége elfogadott tény, és ha bizonyitast
nyer az, hogy a Dd-viz enyhe stresszhatast hoz 1ét-
re, 0sszedll a kép. Sajnos az eszmefuttatasban feltd-
néen sok a ha, szdmos egymadsra épiil§ kisérlet-
sorozatot kellene még elvégezni ahhoz, hogy a je-
lenségeket magyarazo, megbizhaté modell meg-
sziilessen.

A kritikus kisérletek hidnya mellett a Biokémia te-
matikus szdméban kozolt eredmények értelmezé-
sét zavarja még a cimlapon szerepl$ dbra hibas je-
16lése és néhany tovabbi technikai probléma. Sa-
jatos modon a két kisérletes cikk adatai nincsenek
egyméssal Osszhangban a természetesnél maga-
sabb D-tartalmu viz hatasat illeten. Ezen kivil, a
szegedi munkacsoport [9] egyetlen esetben sem ad-
ja meg a mérések szamat és hibajat. Az embernek
az az érzése, hogy sokszor a mérési hibahataron be-
liili eltéréseknek tulajdonitanak jelentséget. A prob-
lémak tisztdzdsa csak még tobb kutatémunka el-
végzése utan lehetséges.

Véleményem szerint a vizzel foglalkozo6 cikksoro-
zat tobb problémat vetett fel, mint amit megoldott.
Ugy tlinik, hogy a Beck Mihaly 4ltal kordbban leirt
hibak: a megalapozatlan analégiak, a pontatlan hi-
vatkozésok, a kisérleti hibdk elhanyagolasa, a bo-
nyolult és még bizonyitatlan elméletek kritika nél-
kiili atvétele és kiilondsen a gazdasagi érdekek tu-
domanyt torzit6 hatasai tjraéledtek, vagy talan so-
sem sztintek meg a tudoményos irodalomban. Re-
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mélem, levelembdl kideriilt, hogy célom nem a
szerz{8k kritizdlasa, hanem a téma kicsit mas szem-
pontbdl valdé megkdzelitése volt. Az, hogy ugyan-
azon cikkeket olvasva, azonos &brdkat nézve én
néhol mas kovetkeztetésre jutottam, egyéni szem-
léletmédomnak koszonhets. Hipotéziseim semmi-
vel sem jobbak az 6vékénél; azt hogy kinek van iga-
za, csak kisérletekkel lehet eldonteni. Bizom benne,
hogy a szerz6k irdsomban taldlnak néhany olyan
gondolatot, amit hasznositani tudnak, és hogy to-
vabbi munkdjukkal taldlmanyuk jelentSségét a tu-
domény szabalyai szerint mindenki szaméara bizo-
nyitani tudjak.

Mennyei kapcsolatok

Tisztelt Szerkesztd iir!

A Biokémia 2007. janiusi szdmaban olvastam egy
nekrolégot az igen tiszteletremélt6 Pais Istvanrol.
Szilagyi Mihaly azonban nem hangstlyozta, csak
éreztette az elhunyt fo6ldontdli kapcsolatait. Az
1923-ban sziiletett Pais Istvannak a felkésziiltségét
az 1919-ben meghalt Schulek Frigyes felismerte!
Plane egy épitész!
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Panreac Quimica S.A.

Finomvegyszerek, reagensek
Mszeres analizishez sziikséges termékek
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Deuterizlt anyagok NMR analizishez
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Lencsés Ida a pécsi Mivészeti Szakkozépiskola-
ban, majd a Magyar Iparmivészeti Féiskolan tanult,
ahol 1983-ban végzett textiltervezd iparmiivész sza-
kon. Fontosabb kitlintetései, dijai: Kozma Lajos-
osztondij (1987-1990), Rézsa Anna-dij (1996),
Ferenczy Noémi-dij (2003). Szdmos mvészeti tar-
sulds, alapitvany munkajaban részt vesz, igy a Gobe-
linmivészek 14 Csoportja, a Fiatal Iparmiivészek
Stljdiéja es a !\/Iagya( Képzémﬁvészelj és Iparrr’u’{’- Lencsés Ida, Bolyongis

veszek Szovetsege tagja, illetve 1991-t61 a Kulturdlis  (1998) csokoladépapir, cérna
Alapitvany a Textilmdvészekért egyik |étrehozoja, va-

lamint a Belvéarosi Mivészek Tarsasagdnak alapito és elnkségi tagja. Munkai megtaldlhatok
egyebek kozott az Iparmdvészeti Mizeum (Budapest), a Rippl-Ronai Jozsef Mdzeum
(Kaposvar) és a Del Bello Gydjtemény (Toronto) anyagaban.
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A kisérleti textil lecsengése utdn megujuld gobelinmivészet jeles képviselGje, munkdssdga a
nyolcvanas években nagy lendiilettel indult, amit elnyert dijai, valamint nagyszama egyéni és
csoportos kidllitédsa is je-
lez. A nagyon tradiciondlis
gobelintechnikdt  kreativ
madon atértelmezve, for-
mabontéan modern meg-
jelenitésekben alkalmazza
geometrikus (f6leg a ha-
romszogre mint geomet-
riai elemre épit6) gobe-
linjein, minitextiljein vagy
€ppen monumentdlis Me- ;o< 1o, Maini tekercs I1. (2007),
retd textiltekercsein. AteX- fostett viszon, ragasztis

tiltechnikdban  sajatjaként

kialakitott formavilagot emellett grafika-, kolldzs-, tuskép-, festés- vagy
nyomattechnikdkkal papiron vagy textilhordozon, valamint az ezen eszko-
Lencsés Ida, Emlékezés 1. (1995) gobelin, gyapjil, z0ket kombinaltan alkalmazé applikdciokon is hasznalja. Munkainak vissza-
selyem, fémszdl térGen megjelend jellegzetessége az alakzat (a lehetd legritkdbban a meg-
szokott téglalap, sokkal inkdbb hdromszdg, rombusz, hexagram vagy ezek-
bl feléplil§ szabalyos, esetleg kevésbé szabalyos idomokat tartalmazd
geometrikus alakok) dltal képviselt mértaniassdg és az azon beliil dbrazolt
dinamikus-organikus €16 formék kettGssége.

Lencsés Ida, Rend 1V. (1996), kolldzs, papir Lencsés Ida, Primer tekercs I-111. (1998) festett viszon
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