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Kitiintetések, dijak

AZ MBKE TAGJAINAK ELISMERESEI
2013. DECEMBER 15. - 2014. MARCIUS 15. KOzZOTT

Mandl Jézsef, kutatoorvos, az MTA rendes tagja, a Semmelweis Egyetem Orvosi
Vegytani, Molekularis Bioldgiai és Patobiokémiai Intézetének tanara Széchenyi-
dijat kapott a majmikodés- és gyogyszeranyagcsere-kutatasok terén elért
nemzetkozi szint(i tudomanyos eredmeényeiért, valamint iskolateremt6 egyetemi
oktatdi és tudomanyos kozéleti tevékenysége elismeréseként.

A Magyar Erdemrend koézépkereszt kitlintetésben részesiilt Dux Laszlé,
az SZTE AOK Biokémiai Intézet tanszékvezet§ egyetemi tandra tudomanyos
érdemei, professzori munkaja, kozéleti szerepvallalasa, valamint a fels6oktatasi
torvény kidolgozasaban kifejtett szakmai tevékenysége elismeréseként.

Akadémiai Ifjasagi Dijban részesilt Lazar Viktoria, az MTA SZBK Biokémiai
Intézet tudomanyos munkatarsa ,A rezisztens baktériumok ,Achilles-sarka”:
az antibiotikum-hiperszenzitivitas térképe” és ROna Gergely, az MTA TTK
Enzimoldgiai Intézet tudomanyos segédmunkatarsa ,A human dUTPaz magi
transzportjanak szabalyozasa” cimi{ palyamunkajaért.

Gratulalunk a kitiintetetteknek!
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Ifj. Gallyas Ferenc

IF). GALLYAS FERENC ,,DISTINGUISHED SERVICE AWARD
IN CARDIOVASCULAR SCIENCE, MEDICINE AND SURGERY"”
DIJAT KAPOTT

§ Hogy kerdl a csizma az asztalra, kérdezhetjlk jogosan a
= cimre pillantva. Milyen alapon kapott dijat egy vegyész
végzettségl biokémikus cardiovascular medicine-ért és
kalénosen surgery-ért? A valasz roppant egyszerld. Némi
internetes kutakodassal kénnyen kiderithetd, hogy a fenti
dijat altaldban el szokta nyerni az, aki az International
Academy of Cardiovascular Sciences (Winnipeg, Canada)
" tarsasag égisze alad tartozé konferenciat szervez. Nekem
a tavaly szeptember végén Pécsett megrendezésre kerllt
VII.International SymposiumonMyocardial Cytoprotection
konferencia kapcsan volt szerencsém ezt a presztizses dijat megkapni.
Természetesen a kardiovaszkularis kutatasokhoz a konferenciaszervezésen felil
is van azért k6zom; ebben a témaban 11 zs(rizett kdzleményben voltam tars-,
koztlik hdromban utolsd szerzo.

A bioldgiai és orvosi problémak irdnti vonzédadsom csalddi eredetli. Edesapam,
szintén ELTE vegyészi végzettséggel, agyi hisztokémiai felfedezései
kovetkeztében lett méltan nemzetkozi hir(i kutaté. Nem véletlen tehat, hogy
az ELTE vegyész szakon biokémiara specializalodtam, élettant hallgattam
valaszthaté tantargyként, és szakmai gyakorlatom helyszinélil az MTA SzBK
Enzimoldgiai Intézetben Friedrich Péter laboratériumat valasztottam. Nyilvan
nem az én tisztem Péter kutatdi és emberi nagysaganak méltatasa, azt viszont
nyugodtan allithatom, hogy egyike voltam azoknak a szerencsés keveseknek,
akik tole tanultak meg a tudomanyos gondolkodas alapjait, a szakma szabalyait.
Diplomamunkamat a tanulds génexpresszidés hatasainak kimutatdsara szolgald
maddszer beallitasabdl irtam, ebbdl késébbi folyamodvanyaként cikk is sziletett.

Akkori fiatal kutatoként nyilvan 6sszehasonlithatatlanul kdnnyebb helyzetben
voltunk, mint édesapam generacidja. El sem tudtuk volna képzelni, hogy
kutatasainkhoz gyakorlatilag csak a hazai forrasbdl beszerezhetd vegyszereket,
eszkdzoket kell haszndlnunk, a cikkeink abrait magunk rajzoljuk csétollal
pauszpapirra, vagy, hogy csak szocialista orszagban kibocsatott tudomanyos
folydiratban kozélhetliink. Az én generaciom az els6, amelyik a munkajahoz
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Ifj. Gallyas Ferenc

mar szamitdgépet hasznalt (noha a diplomamunkamat még irégépen irtam).
Viszont nem volt még internet, igy nagyon sok idot kellett a kdnyvtarban
eltdlteni hivatkozasok, cikkek kikeresésével és olvasassal. Volt ennek egy igen
nagy elénye; ha az ember a kezébe vett egy folydiratot, hogy elolvassa az 6t
éppen akutan érdekld cikket, éhatatlanul meglatott és elolvasott mas érdekes
cikkeket is, igy elég széles latokorre lehetett szert tenni. Amiatt pedig, hogy
a mai korral dsszehasonlitva ingerszegény kornyezetben éltiink, nem igazan
jelentett problémat, hogy napunk nagy részét a laboratériumban toltottik.

Az Enzimoldgiai Intézetben nem volt lresedés, igy a Richter Gedeon Rt. (akkori
K&banyai Gydgyszeraru Gyar) Farmakologiai Kutatd Intézetébe keriltem Kiss Béla
laborjaba, ahol a neurotranszmitter-felszabadulds szabalyozé mechanizmusait
tanulmanyoztam. Az itt tanultaknak igen nagy hasznat vettem; az itt elsajatitott
metodikai ismereteim alapjan valasztott ki Takeshi Tabira a National Institute of
Neuroscience (Tokyo, Japan) intézetbe sz6lé két éves Science and Technology
Agency 6sztondijra. A kivalasztasomhoz vezetd masik fontos faktor az volt, hogy
a Tabira professzor altal kutatott és csak a Tavol-Keleten el6forduld Balo-féle
koncentrikus szklerdzist Bald egyetlen eset, egy valahogyan a Tavol-Keletre
keveredd, ott megbetegedd, majd hazatérd I. vildghaborus hadifogoly alapjanirta
le, amibdl Tabira professzor azt a kovetkeztetést vonta le, hogy minden magyar
zseni. Zseninek ugyan nem bizonyultam, de az immortalizalt idegsejtvonalak
neurokémiai karakterizalasaval eltoltott ido elég sikeres volt ahhoz, hogy tdébb
k6z0os kdzleménylnk szlilessen, harom évvel késObb visszamenjek Ujabb masfél
évre, és kdzben, meg utana is dsszesen 6t magyar kerlljon Tabira professzor
laborjaba.

Kbdzben két, a mai fiatalok szamara szintén ismeretlen faktor arra késztetett, hogy
Kiss Béla laborjaban eltoltott harom nagyon hasznos év utan szildvarosomban
folytassam palyamat. Az egyik a kotelezd katonai szolgalat elodazhatatlanna
valasa, a masik a budapesti lakashoz jutas kilatastalansaga volt. Nagy
szerencsémre, az akkori POTE Biokémiai Intézetébe kerliltem Simegi Balazs
munkacsoportjaba. Balazs akkor még adjunktus volt, és helyettest keresett
arra az idére, amig 6 Dallasba ment két éves tanulmanyutra. Szinte azonnal én
is kereshettem helyettest, hogy els6 japan tanulmanyutamra kimehessek, igy
eleinte nem talalkoztunk. A japan utam elott még megirtam egyetemi doktori
disszertacidmat a Richterben és az Enzimoldgiai Intézetben végzett munkakbal.
Ezt, a visszatérésem utan nem sokkal, a killdnbozeti feltételek teljesitése alapjan
atmindsitették az akkor bevezetett Ph.D. fokozatta. Mivel akkorra mar Balazs
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szivvel, mitokondriummal és oxidativ stresszel foglalkozott, szakitanom kellett
az idegtudomanyi vonallal. Japanban szerzett ismereteimet csak annyiban
kamatoztathattam, hogy motorja voltam az intézet sejtkulturas facilitdsa
|étrehozasanak.

Csoportunk igen szerencsés idoszakban kezdett el a poli(ADP-ribdz) polimeraz
(PARP) enzimmel foglalkozni. A 90-es évek el6tt a PARP egyetlen érdekessége
az volt, hogy a kaszpaz-3 medialta hasadasat apoptotikus markerként lehetett
hasznalni. Ehhez képest a PARP ma az egyik legperspektivikusabb gyogyszer-
célpont. Feltételezett felhasznalasiterllete a sziv- és érrendszeri, agyi érrendszeri,
neurodegenerativ, valamint inflammatorikus betegségeken at a tumor mono-
és kombinacids terapidig terjed. Nekink szamos tekintetben sikerllt a PARP
medialta folyamatokra vonatkozo6 ismeretekhez jelentésen hozzajarulni, amivel
bekerlltink a terllet 5 vezet6 munkacsoportja kdzé. ElsOként irtuk le a PARP
aktivacio és a citoprotektiv foszfatidilinozitol-3 kinaz/Akt uUtvonal kapcsolatat.
Mostanra felderitettik a kapcsolat molekularis hatterét is. Szintén elsOként
azonositottuk a PARP aktivacid mitogén aktivalt protein kindzokra gyakorolt
hatasanak mechanizmusat. Emellett, a sejthaladl mechanizmusainak kutatasa
kapcsan felfedeztlink egy Uj human kis hdsokk fehérjét (HspB11), egy Uj galektint
(galektin-13), egy pro-nekrotikus BH3 domén fehérjét (SOUL), karakterizaltuk
a TIP47 fehérje sejthaldlra gyakorolt hatasat és szamos, a mitokondrialis
permeabilitas tranziciot befolyasold vegylletet fejlesztettiink ki.

Kbzben, 2002-ben lehetdségem nyilt visszatérni az idegtudomanyhoz két évre
egy a Wellcome Trust &altal finanszirozott, az MRC Centre for Synaptic Plasticity,
University of Bristol, UK intézetbe sz6lé 6sztondijjal. Itt egyitt dolgoztam (és
idonként egyitt fociztam) a hosszu-tavu potencirozas felfedezdjével, Graham
Collingridge-dzsel. Az eltoltott id0 nemcsak a kainat receptor sejtfelszini
expresszidjat szabalyozdé mechanizmust leiré cikkekben hasznosult, de I6kést
Ennek soran szilettek a PARP-gatlok sclerosis multiplex-ben, illetve krénikus
hipoperfuzids karosodasokban kifejtett pozitiv hatasat leird cikkek. MTA doktori
disszertaciomat 2008-ban, az intézeti profilnak megfeleléen nagy populaciot
érintd nem fert6z6 megbetegedések pathomechanizmusainak vizsgalata témabdl
irtam, azéta is a sejthalal folyamatainak tanulmanyozasaval foglalkozom.

Legfontosabb feladatomnak azonban a megfelel6 szintl utanpotlas nevelését
tartom. Tébb mint 20 éve oktatok biokémiat, sokaig a targy feleldse is voltam. Az
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InterdiszciplinarisOrvostudomanyokDoktorilskolatdrzstagjaésprogramvezetéje,
az Egészségtudomanyi Doktori Iskola témavezetdje vagyok. Eddig nyolc Ph.D.
hallgatom szerzett fokozatot, és jelenleg is haromnak vagyok témavezetéije.
A tudomanyos kozéletben biraldi és szakértbi tevékenységgel, konferenciak
szervezésével, hat magyar és harom nemzetkdzi tarsasag tagjaként, illetve a
Biokémia és a PLoS One folydiratok szerkeszt6bizottsagi tagjaként veszek részt.
Aktivan sportolok; heti négyszer tollaslabdazok, heti rendszerességgel focizok,
évi 5-10 napot sielek, nyaron két hétig széltdl fliggéen vitorlazok, windsurf-
0zok. Maradék szabadidémben szépirodalmat olvasok, tébbnyire angol nyelven.

ifj. Gallyas Ferenc
) egyetemi tanar
PTE AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet
ferenc.gallyas@aok.pte.hu
72-536-279
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Mones Letif, Fuxreiter Monika

FEHERJESZERKEZETEKTOL A GYOGYSZERTERVEZESIG;
GONDOLATOK A 2013-AS KEMIAI NOBEL-DIJ KAPCSAN

Mones Letif', Fuxreiter Monika?

tUniversity of Cambridge, Department of Engineering;
2MTA-DE Lendilet Fehérjedinamikai Kutatdcsoport,
Debreceni Egyetem, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Intézet

A szervezetben lejatsz6dd folyamatok molekularis mechanizmusainak feltarasa
el6feltétele annak, hogy megérthessiik a betegségek kialakuldsanak okait és
hatékonyan beavatkozhassunk. A biokémiai reakcidok atomi szintl( leirdsanak
elsd |épése a fehérjék haromdimenzids szerkezetének megismerése volt. Max
Perutz és John Kendrew Uttoré munkaja nyoman - melyet 1962-ben Nobel-dijjal
jutalmaztak - napjainkra csaknem 100 000 fehérje strukturajat hataroztak meg.
A globularis, vizoldhaté fehérjék molekuldiban az aminosavak egymassal szoros
érintkezésben vannak. Mar a hemoglobin szerkezetének elemzésekor kiderilt,
hogy molekuldris oxigén felvételéhez a fehérje oldallancainak elmozdulasara van
szlikség, hogy a hem csoporthoz az Ut szabadda valjon. Ez a példa rédmutat
arra, hogy a fehérjék szerkezet-funkcid 6sszefliggésének vizsgalata a struktira
dinamikajanak ismeretét is szlkségessé teszi. A kisérleti modszereken tul
komplex elméleti eljarasok tették lehetdvé, hogy ma mar kémiai reakcidk
pontos mechanizmusat és energetikajat mind oldatfazisban, mind enzimatikus
kornyezetben feltérképezzik. Martin Karplus, Michael Levitt és Arieh Warshel
ezen modszerek kidolgozasaban jatszott meghatdrozd szerepért kapott 2013-
ban kémiai Nobel-dijat. A hivatalos indoklas szerint az elismerés a komplex
kémiai rendszerekre alkalmazhatd tobbskaldaju mddszerek kifejlesztéséért jart,
melybdl az aldbbiakban a biokémiai vonatkozasu eredményeket részletezzik.

A kezdetek
A kitlintetett harom kutato a fehérjék strukturalis szervezédésének és mikddési
elveinek vizsgalatahoz 4 terlleten tett alapvetd |épéseket.

Fizikai modell kifejlesztése. Az els6 fehérjeszerkezetek meghatarozasa kristalyos
allapotban tortént, mely az egyes régiok flexibilitdsarol kevés informaciét
szolgaltatott. Fontossa valt egy fizikai modell kidolgozasa, mellyel a fehérjék
felépitése, stabil konformacioi értelmezhetévé és kiszamithatéva valtak. Ez egy
olyan energiafliggvényt, un. erdteret igényelt, amely kapcsolatot teremtett a
fehérje atomjainak térbeli elhelyezkedése és potencidlis energidja kozott. Az els6
konzisztens er6teret Shneior Lifson és doktorandusza, Arieh Warshel dolgozta
ki 1968-ban az izraeli Weizmann Intézetben [1]. Egy tipikus er6ter altaldanos
alakjat az 1. egyenlet mutatja:

U= Z%kh (r,? i )2 + Z%]q, (QU i )1 + Zﬂ: k,[1-cos(ng, +38, )]+

b

i n Wy 9.
el 2l g
i=] ) r;‘,‘ r;'j iz };'j

(1)
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Mones Letif, Fuxreiter Monika

A makromolekula energidaja a kovalensen kotott atomok kotés-nyuljtasara
(1. tag), hajlitasara (2. tag) és forgatasara (3. tag) vonatkozé tagokbdl és a
kovalensen nem kotétt atomok van der Waals (4. tag) és elektrosztatikus (5.
tag) kolcsdnhatasainak energiajabdl all. A molekulamechanikai (MM) erdterek
paraméterei (pl. er6konstansok és egyensulyi paraméterek) fliggnek az adott
kdlcsdnhatast leiré tagban szereplé atomok minGségétdl és a kémiai kdrnyezettdl
(atomtipusok). Konkrét értékliket részben ab initio kvantummechanikai
szamitasokbdl, részben kisérleti adatokbdl nyerik. Az erdterek lényeges eleme
a transzferalhatosag, tehat ugyanazon atomtipusra vonatkozd paraméterek
kilénb6z6 rendszerek kdzott atvihetok.

Konformacidok feltérképezése. A kovetkezd feladat az igy nyert energia-
felszinen meghatarozni a molekula stabil geometriajat és felderiteni lehetséges
atalakulasainak Utvonalait. Ehhez az energiafelszin matematikai feltérképezése
szikséges. Az elsd Un. energiaminimalizalast Michael Levitt végezte 1969-ben a
Weizmann Intézetben, szintén Shneior Lifson iranyitasaval [2]. Ezt a modszert
hasznaltak fehérjék rontgendiffrakcidval meghatarozott térszerkezetének
finomitasara, melyet el0szoralizozimra és a mioglobinra alkalmaztak. Ennek soran
allapotot - lokalis energiaminimumot - talaltak meg. Termodinamikai rendszer
lévén azonban a metastabil allapotok vizsgalatahoz képest sokkal Iényegesebb
informacidohoz juthatunk az egyensulyi sokasag feltérképezése altal. Szimulacids
szempontbdl ekkor a molekula egy adott homérsékletnek megfelel6 hémozgasi
energia segitségével az energiafelszinen ,mozog” a Newtoni egyenleteknek
megfelelden [3]. Ez az Un. molekuladinamika [4], mellyel ma mar akar ps-os
idoskalan kovethetdk a fehérjék szerkezetvaltozasai [5, 6].

A fehérjék feltekeredésének (folding) vizsgalata. A szerkezeti bioldgia egyik
legizgalmasabb kérdése, hogy egy adott szekvenciaju fehérje milyen strukturaban
valik m(ikodoképessé. Ez a konformacidvaltozasoknal joval nagyobb skalaju
atalakulds: a le- és feltekeredett (nativ) allapotok kozoétti atmenet vizsgalatat
igényli [7]. Ennek molekuladinamikai szimulacidkkal torténd atomi szintd
vizsgalata még a mai szamitdgépek teljesitményével is nehézségekbe Utkozik.
Michael Levitt és Arieh Warshel 1975-ben tettek javaslatot egy un. alacsony
felbontasu (coarse-grained) er6tér hasznalatara, melyben a fehérje minden
oldallanca kllon egységet képez [8]. Ez az energiafelszinen nagyobb [éptékdl
mozgasokat tett lehetové, melyet a hasnyalmirigy eredetl tripszin inhibitor
(BPTI) feltekeredésének leirdsaval igazoltak.

Enzimatikus reakciok vizsgalata. A fehérjeszerkezetek vizsgalatanal hasznalt
un. molekulamechanikai moddszerek nem alkalmasak elektronszerkezeti
valtozasokkal jard folyamatok tanulmanyozasara [9]. Ezen atrendezddések
leirdsa kvantummechanikai (ab initio) mddszereket igényel, melyek azonban
még napjainkban is csak néhany szaz atomra, pl. a fehérje aktiv centrumara
alkalmazhatdak. Az enzimekben lejatszddo reakcidk energetikajat — és sokszor
mechanizmusat is — Iényegesen befolyasolja a fehérjekérnyezet. 1976-ban Arieh
Warshel és Michel Levitt a reakciok leirasara un. hibrid mddszer alkalmazasat
javasolta [10] (1. dbra). Ebben a vizsgalni kivant rendszert két részre osztjuk:
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a reakciéban résztvevo csoportokat kvantummechanikai (QM), a kérnyezetiiket
molekulamechanikai (MM) modellel irjuk le és ezek kdlcsdnhatasat is szamitjuk. Ez
a latszélag egyszerl(i felosztas megteremtette az enzimreakciok modellezésének,
a racionalis gydgyszertervezésnek és az in silico enzimtervezésnek a lehetdségét.

A B

Potencialfelszin definialasa

EQMNerrJ :EOM(r]+E.\‘M{r}+EGM--NM{r}

|

| Molekuldinamika és mintavétel |

d’r, d
dt_zlml =_EEGMJMM {r) s

|

Szabadenergia-szamitas

F (&) =-RT InP (&)

1. abra. Enzimreakciok energetikajanak in silico szamitasa. A) a QM/MM modell definialasa:
az aktiv centrum kvantummechanikai leirdsa (narancssarga) és a kérnyezet (fehérje, olddszer)
molekulamechanikai kezelése. B) a szamitas menete: a modell alapjan definialt potencialis
energiafelszin szamitasa, majd irdnyitott mintavételezés a potencialfelszinen molekuladinamika

segitségével, végiil a reakcioprofil szamitasa.

Napjaink szimulacioi

Arieh Warshel, Michael Levitt és Martin Karplus mintegy 40 éve tették le a
felsorolt mddszertani alapkoveket, elinditva ezzel a biomolekulak szamitdgépes
szimulaciéjanak tudomanyat. Munkassaguk nyoman megismerhettik a
fehérjék feltekeredésének alapelveit, betekintést nyerhettiink funkcionalisan
fontos fehérje-mozgasokba [11] és részletes képet kaphattunk az enzimekben
lejatszddd reakcidk atomi torténéseirdl. Az aldbbiakban ez utdbbi témahoz
kapcsoldédo eredményeket mutatunk be, melyek kiszamitasa tébbskalaju, hibrid
maddszereket igényelt (ezek kifejlesztését ismerték el Nobel-dijjal).

Enzimkatalizis értelmezése. Az enzimek hatékonysaganak magyarazatara
sokféle, egymasnak ellentmondd elmélet sziletett [12, 13]. Ezek kdzUl néhanyat
sorolunk fel: a reaktansok térbeli kdzelségének kdszdonhetd entrépiacsokkenés
[14]; a reaktansokra hatd sztérikus kényszer [15]; a reaktansok reakcidra
optimalt konformacidja [16]; dinamikus effektusok [17]; alaguteffektus [18];
altalanos sav-bazis katalizis, valamint a vdakuumhoz hasonlatos enzimkornyezet
(deszolvatacid) [19]. Ezekkel szemben all Linus Pauling 1948-ban tett javaslata,
mely szerint az enzimek stabilizaljak a reakciéo atmeneti allapotat [20]. Ezen
modellek kvantitativ vizsgalatahoz sziikség volt a pontos reakciomechanizmus
meghatarozasara ésolyan magasenergiajuallapotok jellemzésére, melyetkisérleti
moddszerekkel nem lehetett megvaldsitani. Arieh Warshel 1980-ban dolgozta ki
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azt a kémiai gondolkodasunkkal 6sszhangban lévd Un. Empirikus Vegyértékkotés
Mddszert (Empirical Valence Bond, EVB) [21], mely a 30 évvel ezel6tti szamitdgép-
kapacitas mellett is alkalmas volt enzimatikus reakciok kovetésére. A mddszer
a reakcid relevans allapotaihoz (pl. reaktans, intermedier, termék) rendel
energiafiggvényeket, és a kdzottik 1éve atmeneteket szimulacioval allitja eld.
Az 1. abran bemutatott Iépések alapjan a szamitas a reakcié adott |épésének
aktivalasi energidjat eredményezi. Meghatarozhaté tovabba az egyes oldallancok
hozzajarulasa az aktivalasi gat csékkenéséhez az azonos mechanizmusu vizes
oldatban lejatszodé reakcidohoz képest. Ilyen szimulacidk alkalmasak arra, hogy a
felsorolt katalitikus effektusok (pl. sztérikus kényszer) hatasat szamszerdsitsék.
Egy ilyen hibrid modszerrel torténé szimulacié eredményét mutatja a 2. abra.

A
o 0 H 5
/J eiu'P?H GNECJH 7 N
HC™ Yo7 >~y T HC 0™ >~ _4\ A~ _MN—CH;
CHy Hs HaC (o} .
Proton Nukleofil 0 !
/_‘\ N = —}t =f ) HNT\- = da J HN—
O (_w ranszfer 0 (@ tamadas gz ® \n
Ser-200 r Ser-200"

[His-440] [His-440 [His-440]

(@]
o

Szabadenergia
Szabadenergia

reakciokoordinata reakcidkoordinata

2. abra. Az enzimatikus katalitikus hatas bemutatasa az acetilkolin-észteraz példajan
keresztiil. A) reakciomechanizmus az acetilkolin-észteraz aktiv centrumaban. B) az acetilkolin-
észteraz aktiv centruma: hidrofob kérnyezet (zéld), katalitikusan stabilizalé oldallancok (magenta)
és a 3 glicin oldallanc (narancssarga), amelyek a szubsztrattal alkotott hidrogénkdtés révén
kiilbnésen nagy katalitikus hozzajaruldssal birnak. Végll a sebességmeghatarozo reakcidlépés
szabadenergia-profiljainak sematikus &abrazolasa a nemkatalizalt vizes kbézegben (C) és
enzimatikus kérnyezetben (D). Az abrakon feltiintettiik a profilokat jellemzé mennyiségeket
(Ag* aktivalasi gat, AG° a reakcidlépés szabadenergia-valtozasa és A reorganizacios energia)
és sematikusan a kérnyezet dipolusmomentumainak atrendezédését a reakciéo végbemenetele
soran [23].

Az acetilkolin-észteraz (AChE) a neurotranszmitter acetilkolin molekulat
hidrolizalja. Az enzim hatékonysaga kiemelkedd (k_/K,= 2x108 Ms?), kozeliti
a diffuzid kontrollalt limitet. Az enzim térszerkezetét a 90-es évek elején
hataroztak meg [22]. A térszerkezet azonban a hatékonysag molekularis okainak
feltarasa helyett Ujabb rejtélyeket vetett fel. Az aktiv hely meglepé maodon
egy hosszl, 20 R hosszi vajat végén helyezkedett el és dontéen konzervalt
hidrofob oldallancokbdl allt. Ez alapjan szlletett az a javaslat, hogy az AChE
katalizisének eredményessége az apolaros kérnyezetnek és a deszolvatacionak
koszonhetd. Warshel és mtsai szamitdogépes szimulaciokat alkalmaztak annak
eldontésére, hogy milyen hatasoknak koszonhet6é az enzim eredményessége
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[23]. A teljes enzimet és annak szerkezeti valtozasait figyelembe vevé hibrid
moddszerrel szamitott reakcidgat jo egyezést mutatott a kisérletekkel. Az
egyes aminosavaknak a reakcidé atmeneti allapotanak stabilizadldasahoz torténd
hozzajarulasat meghatarozva kiderllt, hogy a leginkabb jelent6s katalitikus
hatas harom, egymassal szomszédos glicinnek tulajdonithaté. Ez azt jelzi, hogy
a folanc-dipodlusok is jelent6s szereppel birhatnak a reakciék meggyorsitasaban.
Ennek értelmezésére a kodvetkez6 szamitdgépes kisérletet végezték el.
ElGallitottak egy hipotetikus, apolaros enzimet és ebben is meghataroztak a
reakcid energiagatjat. Ebben az esetben azonban az enzim aktivalasi energidja
11,4 kcal/mdl-lal magasabb volt, mint az oldalfazisban lejatszodé reakciéé. Ily
maodon ravilagitottak, hogy a deszolvatacidés modell anti-katalizishez vezet.

Honnan ered akkor az enzimek katalitikus hatdsa? A destabilizacidés elméletek
érvényességét tobbskalaju moddszerrel végzett (4n. QM/MM) szimulacidkkal
cafoltak [24]. Szamos enzimreakcid kvantitativ analizise ramutatott arra, hogy
a f6 katalitikus hatas az enzim dipdlusainak iranyitott szervezddése olymddon,
hogy a reakcié atmeneti allapotat stabilizaljak [25]. Ezt reorganizacids hatasnak
hivjak, ugyanis az enzimnek lényegesen kevesebb munkat kell befektetnie, hogy
dipdlusai elrendezddése a reakcio soran torténd toltésatrendezédéseket kdvesse,
mint a vizes oldat dipdlusainak (2. abra). Az acetilkolin-észteraz esetén ezt az
effektust a Marcus elmélet [26] alapjan sikerilt kiszamitani: az aktivalasi gat
15 kcal/modl-os csokkentéséhez a reorganizacids effektus 10 kcal/mdél-lal jarul
hozza.

Az ehhezhasonld hibrid szimulaciok ma maraszamitdégépek teljesitoképességének
novekedésével akar MDalton-os méretl molekuldkban lejatszodd folyamatokra
is hasznalhatdak [27]. Az eljarasok természetesen egyre finomodnak, lehetévé
téve magasabb szint( kvantumkémiai modszerek alkalmazasat is biomolekulakra
[28]. A mintavételezés hatékonysaganak ndvekedésével a hibrid mddszerek
kerllnek alkalmazasra. Ezek kozil kiemelenddé a kémiai energia mechanikai
energiava alakitasa pl. az ATP szintaz esetén [29, 30] (3. abra), vagy a fehérje
feltekeredéséhez kapcsolt reakcidk hatékonysaganak vizsgalata pl. a korizmat
mutaz esetén [31]. A modszerek hatékonysagat mutatja, hogy az ATP szintaz
esetében az ATP szintézis szabadenergia-profiljat sikertlt kilénb6z06 konformacios
allapotokban kiszamitani, és ezek alapjan az F,-ATPazra egy szerkezet-funkcid
osszefiiggést felallitani [29, 30].

In silico enzimtervezés. A gyakorlati hasznosithatdsag szempontjabdl fontos a
tobbskalaju modszerek hasznalata enzimek tervezésére. Ez elsGsorban nem de
novo enzimek eldallitasat jelenti, hanem iranyitott mutaciok bevitelét, melyekkel
ezimek hatékonysaga novelhetd [32]. A QM/MM eljarasok hibahatara lehetové
teszi, hogy mutacidok hatasat becsiilni lehessen. Az aktivalasi energia valtozasait
raadasul kdnnyebb meghatarozni a vad tipusi enzimhez viszonyitva mint vizes
oldathoz képest. Ez lehet6vé teszi egyedi mutacidk széles skalan torténd szlirését
is [33]. Meg kell jegyezni azonban, hogy hatékonyabb néhany mutanson hibrid
maddszerrel nyert adatok alapjan linearis szabadenergia 0sszefliggést felallitani
és ennek alapjan becsulni kilénb6z6 mutansok hatékonysagat [34].
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F, motor < Membran
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3. abra. Az ATP szintaz molekularis szerkezete (PDB koéd: 2 wpd). A nyil a membranba
agyazott F, motor forgasi iranyat jeléli [29, 30].

A szamitégépes molekulatervezésnek egy nagyon izgalmas, Uj vonulata az
olyan enzimek tervezése, melyek a természetben nem létezd folyamatokat
katalizalnak. Ilyen mesterséges enzimeket hasznalnak pl. gydgyszermolekuldk
kornyezetbarat mdédon torténd eldallitdasara vagy koérnyezeti szennyezések (pl.
permetezdanyagok, rovarirtdszerek) lebontasara [35]. Adott aktivitasu enzimek
|étrehozasa kétféleképpen lehetséges: vagy mar létez6 enzimek masodlagos
aktivitasat kell felerdsiteni, vagy teljesen Uj biomolekulat kell Iétrehozni. A
hibrid modellek alkalmazasa kulondsen az els6 esetben hasznos, mikor a
masodlagos aktivitas kezdetben igen gyenge, kisérletileg nehezen kdvethetd. De
novo enzimtervezésnél a hibrid eljarasokat a kivant reakcié mechanizmusanak
kiszamitasara és az atmeneti allapot geometridjdnak meghatarozasara
hasznaljak [36]. Ilyen esetekben a QM/MM mddszerek pontosabb eredményeket,
hatékonyabb varidnsokat eredményeznek, mint az ab initio (QM) mddszerekkel
meghatarozott aktiv hely modellek, melyek csak a reakcidcentrum kozvetlen
kornyezetét veszik figyelembe. De novo enzimtervezésnél az enzim vazanak
|étrehozasa bioinformatikai eljarasokkal, kivalasztasa alacsony felbontasu
erOterekkel szamitott kotési energidk alapjan torténik [37]. Mindkét esetben
kisérletileg, Un. iranyitott laboratériumi evollcios kisérletekkel optimaljak a
valasztott modellt [38]. A jelenleg el6allitott mesterséges enzimek aktivitasa
azonban jéval (tobb nagysagrenddel) elmarad a természetben taldlhatd enzimek
hatékonysagatdél. A probléma megolddsara szintén QM/MM mddszereket
alkalmaznak, hogy a mesterséges enzimekbdl hidnyzd katalitikus tényezbket
meghatarozzak (4. abra). [39, 40]
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4. abra. Oldallancok hozzajarulasa a katalitikus hatashoz a Kemp eliminaz tervezett
és evolvalt KEO7 variansaban. A) prediktalt mutaciok a reorganizacios energiahoz valo
hozzajarulas alapjan (zéld), amelyek bekévetkeztek a KEO7 evolvalt mutansban. B) Az iranyitott
evolucio soran mutalddott oldallancok katalitikus hozzajarulasa a KEQ7 variansban (stabilizalo
- kék, destabilizalo - piros) [41]. A szubsztratot (atomi szinezés) és az altalanos bazisként
szolgaldé Glu101-t (citromsdrga) mindkét esetben jeloltiik.

Figyelemre méltd, hogy tervezett enzim-modellek laboratériumi evollcidja soran
éppen az a reorganizacios energia optimalddik, mely elméleti szamitasok szerint
(lasd fentebb) a legnagyobb katalitikus hatast adja [41].

Jovobeli perspektivak

Annak ellenére, hogy a szamitdgépes eljarasok elveinek kidolgozasa nagyrészt
befejez6dott, szamos megoldasra vard probléma maradt. A szimulacidk
kulcseleme az erdtér (1. egyenlet), mely a molekula mozgasterét meghatarozza.
Az utobbi években vilagossa valt, hogy szamos fontos elem, pl. a polarizacié
figyelembe vétele |ényeges a szerkezetek reprodukaldsa és a megfelel6
kdlcsOnhatasi energidk szamitdsa szempontjabdl. Megbizhatd, polarizalhatd
erGterek kifejlesztése a jovo feladata. A szamitott szabadenergia jellegl
mennyiségek (szubsztrat affinitdsok és aktivalasi energidak) konvergencidja
szempontjabdl kritikus a megfeleld mintavételezés. A hatékonyabb technikak
kifejlesztése folyamatosan zajlik, részben iranyitott mintavételezéssel, részben
parallel szimulacidk kozotti informacio-kicserélédés alapjan. Ezek nemcsak
pontosabba tehetik a kisérlettel 6sszevetheté mennyiségek meghatarozasat, de
1-2 nagysagrenddel rovidithetik a szamitasi id6t. Az egyre nagyobb rendszerek
iranti érdeklodés (pl. molekularis gépezetek, riboszoma) nyoman elterjedt az
alacsony felbontasu erGterek hasznalata [42, 43]. A tobbskalaju eljarasok itt
is hasznalatosak, ilyen esetekben a minden atomot figyelembe vevé (all-atom)
modellt kombinaljak az alacsony felbontasu er6térrel. Ilyen eljarasokkal lehet
modellezni pl. a DNS letekeredését a nukleoszoémardl [44].
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Meg kell jegyezni azonban, hogy néhany elvi probléma is megoldasra var még.
Ilyen a hibrid modszerekben (1. abra) a kilénb6z6 modellekkel leirt részek
hatarfelliletének kezelése [45]. A jelenleg hasznalt modszerek altaldban nem
teszik lehet6vé a felosztas valtoztatasat a szimulacidé soran akkor sem, ha azt
az adott folyamat indokolna. Ilyen eset példaul, ha a reakcio soran vizmolekula
vandorol az aktiv centrumba. Hasonldé probléma vetddik fel ioncsatornak
muUkddésének leirasakor is. Szintén elvi kérdés, hogy a vegyértékkotés maddszer
hogyan épithetd be magas szintl ab initio szamitasokba. Ennek egy lehetséges
megoldasara néhany éve javaslatot tettlink [46].

A tdbbskaldju modszerek legfontosabb problémaja azonban az, hogy egyes
reakciok energiagatjanak szamitasa eldre definialt reakcidmodellt igényel. Azaz,
ha kilénb6z6 mechanizmusokat, koreografiakat kivanunk 6sszehasonlitani,
kalén szamitast kell minden esetben végezni. Olyan mddszerekre lenne
szikség, melyeket Un. feketedoboz-szer(ien hasznalhatnank, tehat el6re torténo
feltételezés nélkil a reaktansok a legkedvezObb utat valasztanak. Ebben az
iranyban is torténnek el6relépések [47], jelenleg a megfeleld reakcidkoordinata
definidlasa és a mintavételezés jelent gondot.

Minden probléma és jovoben megoldanddé feladat ellenére kbdzel 40 év alatt
lehetdvé valt komplex kémiai és biokémiai folyamatok atomi szint(i leirasa,
fehérjeszerkezetek joslasa és molekularis mozgasok jellemzése. A szamitdégépek
teljesitoképességének novelésével egyre nagyobb rendszerek, egyre
Osszetettebb, kapcsolt problémak vizsgalata valt lehetségessé. A jelen és a jovo
feladata, hogy a szamitasok pontossagat és hatékonysagat ndvelje, hogy ezek a
gyogyszerkutatasban gyakorlatilag is hasznosithatéva valjanak.

Személyes megjegyzések

Az egyik szerz6 (F.M.) posztdoktori munkajat részben Arieh Warshel
laboratériumaban végezte, és azéta is tobb k6zds projektben vettek részt. A hibrid
modszerek Gtlete alapvetéen Warshel és Levitt nevehez k6todik, kidolgozasatArieh
Warshel végezte. Uttér0 munkajat sokaig a tudomanyos kdzésség meglehetds
értetlenséggel, sot ellenérzéssel fogadta. Ehhez hozzajarult Warshel személyes
konfliktusa posztdoktori témavezetdjével (Martin Karplus). Ez a szembenallas
sokaig megosztotta az amerikai biofizikus k6zosséget is, nemcsak elvben, hanem
metodikai értelemben is. A terlilet Nobel-dijjal toérténd elismerése remélhetbleg
nemcsak a megbékélést hozza el, hanem egyesitett eréfeszitésekkel elbseqiti a
fentebb vazolt problémak megoldasat és gyakorlatban hasznosithaté modszerek
kidolgozasat is.

Ez az attekintés a biomolekulak szamitégépes szimulacidinak egy igen sziik
szegmensére korlatozddott. Martin Karplus, Michael Levitt és Arieh Warshel altal
kidolgozott 4 alapveté elem (fizikai modell, konformacidk feltérképezése, fehérje
folding és reakcidk vizsgalata) jelentés mértékben segitette a fehérjeszerkezetek
meghatarozasat, elemzését, becslését és szerkezet-funkcio Osszefiliggések
felallitasat is. A modszerekrdl részletesebb leiras Dr. Fogarasi Géza cikkében
talalhato [48].
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. Mones Letif diplomajat az ELTE vegyész szakan szerezte 2007-ben. P.hD.

tanulmanyait 2008 és 2011 kézétt az ELTE Kémiai Doktori Iskola EIméleti
és fizikai kémia, anyagszerkezet-kutatas program keretében végezte
az Enzimoldgiai Intézettel kézds szervezésben. Témavezetdi Fuxreiter
Modnika és Turi LaszIlo voltak. 2011 Ota dolgozik a Cambridge-i Egyetem
(University of Cambridge) Mérnéki Tanszékén. F6 kutatasi teriilete QM/MM
és szabadenergia-szamitasi modszerek fejlesztése, valamint a mintavétel
hatékonysaganak névelése.

Fuxreiter Ménika az ELTE vegyész szakan diplomazott 1993-ban. 1996-
ban Ph.D. fokozatot szerzett; dolgozatat fehérjék réntgenkrisztallografiaval
torténd szerkezet meghatarozasabdl és enzimreakciok elméleti szamitasaibol
készitette Naray-Szabé Gabor laboratériumaban. 1996-2000 ko6zott
posztdoktori kutatasait az USA-ban végezte. Arieh Warshel csoportjaban
(USC, Los Angeles) az enzimkatalizis elméleti alapjait vizsgalta, majd a
NYU Mount Sinai School of Medicine Biofizika tanszékén DNS-t javito
enzimek mechanizmusat kutatta. 2000-2010 kézétt az MTA Enzimoldgiai
Kutatdintézetében dolgozott, Simon Istvan csoportjaban, ahol szimulacios
mddszerfejlesztés mellett elkezdett rendezetlen fehérjék felismerési

mechanizmusaival foglalkozni. 2010-11 kéz6tt az izraeli Weizmann Intézetben, azt kévetben a
Cambridge-i Egyetemen és az MRC Laboratory of Molecular Biology-ban vendégkutatd. 2012-
tél a Debreceni Egyetem Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézetének docense. 2012-ben
palyazatot nyert az MTA Lendlilet programjaban. 2013-ban megszerezte az MTA doktori cimet.
Jelenleg az MTA-DE Fehérjedinamikai Kutatdcsoportot vezeti a Debreceni Egyetemen, ahol a
fehérjedinamika szerepét vizsgalja a sejt folyamataiban.
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UJ DNS SZEKVENALASI MODSZEREK 1.
Boros Imre
SZTE Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tanszék; SZBK Biokémiai Intézet
Szeged

borosi@bio.u-szeged.hu

Gyakran elhangzo megallapitas, hogy valamely tudomanytertlet vagy technoldgia
forradalmi gyorsasaggal fejlodik. Legtébbszor ez joindulatu tulzas, a nukleinsav
elsddleges szerkezetrdl széld ismeretek bdévilésének jellemzésékor azonban
bizonyosan nem az. DNS szekvenalasi mddszerek Uj nemzedékei jelennek meg
és rendszeresek a szenzacids hirek Uj DNS vizsgalati mddszerekrél, valamint
az alkalmazasukkal elért eredményekrdl. A technika terjedésének legutébbi,
média figyelmet (is) kapott hirei: A tomeges szekvenalas bevonul a napi klinikai
gyakorlatba, miutan az FDA els6 alkalommal engedélyt adott NGS (next generation
sequencing) berendezés diagnosztikai céll alkalmazasara (2013. november).
Piacra kerlil a DNS szekvenalasban ,hangsebesség hatart attéro” készilék,
amellyel a human genomszekvencia meghatarozas , demokratizalodik”, mert
1000 USD koltségen megvalodsithatd (2014. januar). Sikeres prébakisérleteket
végeznek egyetlen molekula vizsgalataval szekvenciat leolvasé késziilékkel,
amelynek fejleszt6i a masik alomhatart, az 1000 USD készlilék arat céloztak
meg (2014. februar). Egy soha nem latott iramu technikai fejlodés I1épései ezek,
aminek eredményeként az egységnyi ido alatt nyerhetd DNS szekvencia adat
és az egységnyi adatmennyiség megszerzésének koltsége 6t nagysagrenddel
valtozott néhany év soran. Természetesen ellentétes iranyba. A fejlodés,
aminek Uteme meghaladja a komputer szamitasi kapacitasanak kétévenkénti
duplazédasat, a biokémia, elektronika, informatika, optika, nanotechnoldgia
és szamos mas tudomanyteriletek kdzds gylimolcse. Olyan gyors, hogy még
elnevezésével is elmaradasban vagyunk. Egyszer a DNS szekvenalasi modszerek
kovetkezd generacidjardl beszéliink, maskor mar a DNS szekvenalasi technikak
masodik, harmadik, sot negyedik nemzedékéral.

Az o6sszefoglaldban attekintem, hogy honnan indult és milyen iranyba fejlédik a
DNS szekvencia analizis. Személyes apropod az attekintéshez, hogy a 70-es évek
masodik felében kézremUlkddtem, amikor az elsd hazai szekvenalasi eredmények
szllettek, a 80-as évek végén az NIH-ban kozelrdl hallottam a vitat arrdl, hogy
a human genomra szant 3 milliard dollar jé befektetés-e vagy kidobott pénz,
2013 végén pedig 6rommel asszisztalhattam NGS készilék belizemelésénél a
vezetésemmel dolgozé munkacsoportban.
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1. abra (lasd cimlap). Egy human genomszekvenalas koltségének valtozasa 1990
és 2014 kozott. A genomszekvenalas gondolata a nyolcvanas évek végén keriilt komolyan
szOba, akkor a varhaté kéltséget 3 milliard dollarra becsiilték. A kéltségek csékkenése mar
a genomprojekt alatt elkezdédétt, az NGS technikak terjedésével pedig zuhanasszerilivé valt.
Varakozas szerint 2014-ben valdban teljesil az 1000 USD/genom cél.

Nukleinsavak primer szerkezetének meghatarozasardl az els6 kozlemények
az 1960-as években jelentek meg. Ma meglepOnek tlinhet, hogy el6szor RNS
szekvenalasban sziletett tobb eredmény. Ezt kdnnyen megérthetjik, tudva, hogy
az abban az idOben rendelkezésre all6 mddszerekkel kis DNS darabokat nem
lehetett reprodukalhatdéan el6allitani és elkiloniteni, ellentétben a ,kezelhet6”
méretl kisebb RNS molekulaféleségekkel. Az elsd teljes DNS genom, aminek
nukleotidsorrendjét meghataroztak, a 6X174 bakteriofdgé volt. Az 5375bp
szekvenciat Sanger és munkatarsai kozolték 1977-ben. Ez jelentds gydzelem
volt a DNS nukleotidsorrend-meghatarozas akkor haszndlt két moddszerének
versenyében. A Maxam és Gilbert altal kidolgozott technikaval kémiai reagenseket
hasznalva hoztak |étre bazisspecifikus lanctoréseket radioaktiv izotdppal jelzett
DNS fragmentumban. A modszer fejlesztésével szamos reakcidtipust hasznaltak.
Ko6zos jellemzdjik volt, hogy a bazismodositast baziseltavolitas, majd lanchasitas
kovette, és hogy a reakciét korlatozni kellett fragmentumonként egy vagy csak
néhany lanctérés elérésére. A leggyakrabban hasznalt reagensek és reakciok
a kovetkezOk voltak: dimetilszulfat (purinok metilaldasa), hidrazin (pirimidin
nukleotidok bontasa), piperidin (cukor-foszfat lanc hasitasa). A négy (rendszerint
G, A+C, T+C, C) elkllonitett reakcio termékeit 6M ureat tartalmazé akrilamid
gélen valasztottak el. A szekvenciat a gélr6l készilt autoradiografiardl lehetett
leolvasni a fragmentumok elmozduldsa alapjan. A szekvenaldshoz viszonylag
nagy mennyiség(i (mikrogrammnyi) tisztitott, csak egyik végen radioaktiv jelet
hordoz6 fragmentumok mintain kellett reakcidkat végezni. Ezekben esetenként
radioaktiv mintakat kellett forrd vizflirddben tartani, beparolni, géleket beszaritani.
Roviden: ma riasztonak hangzé manipulaciok sorozatat kellett végezni. Egy-egy
tobbnapos kisérlet eredménye néhanyszor tiz, maximum par szaz nukleotidnyi
leolvashatd szekvencia volt.

A Sanger-féle mddszer els6 valtozatat az el6bbitdl kissé korabban kozélték. Ebben
egyes-szall DNS templaton végeztek korlatozott lancszintézist DNS polimeraz
enzimmel. A szintézis négy mintaban folyt. A négy reakcioban mas-mas DNS-
alkoté nukleotid el6forduldsakor torténhetett lancterminaciéo. A modszer elsé
valtozataban egy-egy dezoxinukleozid-trifoszfat limitalt koncentracioban térténd
hasznalataval értek el lancterminaciét. Hamarosan tokéletesitették a mddszert
és az egyes mintdkba kevert 2’,3'-di-dezoxinukleozid-trifoszfat prekurzorokkal

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 1. szam 2014. marcius

21



Boros Imre

(ddTTP, ddCTP, ddATP, ddGTP) okoztak lancterminaciét. Amikor egy ilyen
nukleotid épil be - a normal dezoxinukleozid-trifoszfatokhoz viszonyitott
eléforduladsi aranya altal meghatarozott gyakorisaggal, a polinukleotidlancban
véletlenszerlen helyettesiti a megfeleld nukleotidtipust -, 3’OH hianyaban
a szintézis nem folytathatd. Az el6z6h6z hasonléan ebben a modszerben is a
reakciokat a képz6dott fragmentumok méret szerinti elvalasztasa kovette
gélelektroforézissel, majd a gélr6l autografia készitése és a filmrdl a szekvencia
leolvasasa alulrdl felfelé haladva.
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2. abra. A DNS szekvenalasi modszerek els6 nemzedékét jellemzo képek.

a, b, ¢) Autoradiogramok a héskorbdl (1979-1993).

a) Maxam-Gilbert mddszerrel késziilt szekvenalds. C, A+C, T+C és G specifikus reakciokbol
szarmazo #P-jelélt fragmentumok 6M urea-20% akrilamid gélen elvalasztva. A kémiai reakcidok
€s a vastag gélek feloldéképességének korlatai miatt néhdnyszor tiz nukleotid szekvencia
olvashatd. (Csordds-Toth Eva kisérlete).

b) Sanger-féle szekvenalds eletroforézisének autoradiogramja 1990-b6l. A fragmentumok
jelblése ebben az esetben is 3P volt, a vékonyabb gél jobb felbontast eredményezett, de a béta
bomlas nagy energidja miatt vastagok a csikok, ami korlatozza a hosszu leolvasast.

c) A kisebb energiaval bomlo 3°S jelzés és ultravékony (0,2 mm), hitétt gélek hasznalataval a
gélelektroforézist hasznald lancterminacios modszer elérte teljesitése hatarat (1993).

d, e) Az els6 nemzedék felnétt korat jelentették a gélelektroforézist, majd kapillaris elektroforézist
hasznalo szekvenalé automatak (1996 és 2004-ben ABI PRISM késziilékkel készitett
szekvenalasok). A négy eltéréen fluoreszkalo lancterminatort hasznalo késziilékek szolgaltattak
a referencia szekvenciak tébbsége is.

e, f) Az els6 nemzedékre jellemz6 gél- és kapillaris-elektroforézis csak korlatozottan teszi
lehetbvé a ritka szekvencia variansok felismerését.

A két szekvenaldsi mddszert csak rovid ideig hasznaltdk egymas mellett. A
Sanger-féle technika fejleszthetdé volt és hamarosan egyeduralkoddva valt.
Egyszer(ibb a hozza hasznalhatd templat készitése, s6t ssDNS fag-vektorokat
hasznalva kldnozashoz kozvetlenill izoldlhatdé a templat. Az oligonukleotid-
szintézis fejlédése kdnnyen megvaldsithatova tette primerek szintetikus
eldallitasat. Az enzimmel végzett reakcié pedig kevesebb manipulaciét kdvetelt és
megbizhatobban mikédott, mint a bazis-specifikus kémiai lanctérések. A Sanger
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maodszer tovabbi fejlesztésének legfontosabb Iépései voltak, hogy a nukleotidok
megkillonboztetésére radioaktiv jelzés helyett, amire eldbb 32P, késObb 3°S jelzést
alkalmaztak, fluoreszkald csoporttal jelzett prekurzorokat kezdtek hasznalni. A
fluoreszkalo jelet el6bb a primerre, majd a terminald nukleotidokra helyezték. Az
ateresztOképesség novelésére a reakciokat és a poliakrilamid gélelektroforézist
automataval végeztették, majd a gélelektroforézist kapillaris elektroforézissel
valtottak fel. A Sanger-féle szekvenalasi modszer eldnye az is, hogy alkalmas
vektorba épitve a szekvenadlandd fragmentumokat ugyanolyan (univerzalis)
primerek hasznalhatdék tetsz6leges DNS darabok nukleotidsorrendjének a
meghatarozasahoz.Ilyenesetekbenazinszercidthataroldrészekszolgalnak primer
kapcsolddasi helynek. A mddszer utolsd valtozataban a négy lancterminacids
szintézist egy reakcidban végzik hdstabil polimerazzal, spektralisan
megkillonboztethetden fluoreszkald di-dezoxinukleozid-trifoszfatokat hasznalva.
A nukleotid-specifikusan terminalddott termékeket kapillaris-elektroforézissel
valasztjak el és lézerrel gerjesztve azonositjak Oket. Ezzel a DNS szekvenalas
technikaja elérte azt aszinvonalat, amivel 1997-2002 kdzo6tt sikerilt meghatarozni
a legfontosabb modellorganizmusok (élesztdé 1997, fonalféreg 1998, muslica
2000, ludfd 2000, egér 2002) és a human genom (2001) nukleotidsorrendjét. Az
automatakban végzett Sanger-féle lancterminacios szekvenalasok soran 600-
800 nukleotidos leolvasasok végezhetbk kis hibaszazalékkal. Erre a technikara,
mint els0 generacidos szekvenalasi modszer hivatkoznak. Az ezt kdvetd
~next-generation sequencing” (NGS) technikak 2005-t40l kezdtek elterjedni. A
maddszerek egy részében a Sanger-féle technika tovabb él, de vannak alapvetben
Uj megkozelitést alkalmazok is, amelyek képesek egyedi molekuldk alapjan
nukleotidsorrendet meghatarozni. E technikak — amelyeket egyes 6sszefoglaldk
a szekvencia-meghatarozasi modszerek harmadik és negyedik nemzedékének
emlitenek - rovid ismertetése eldtt emlékezziink meg Sanger munkassagarol és
tekintslink vissza a DNS szekvenalas hazai kezdetére is.

Frederick Sanger kétségtelentil alegjelentdsebb hozzajarulast tette mind fehérjék,
mind nukleinsavak tekintetében az elsddleges szerkezet meghatarozasara
alkalmas moddszerek kifejlesztésében. Sanger 2013 novemberében halt meg,
92 éves koraban. Két alkalommal kapott Nobel-dijat, az egyiket a fehérje
szekvenalasi mddszer (1958, inzulin szekvencia), a masikat a lancterminacios
DNS szekvenalasi mddszer kifejlesztésért (1980).

Magyarorszagon in vitro DNS rekombinacids kisérleteket el6szor az SZBK
Biokémiai Intézetben, a Venetianer P&l vezetésével m(ikddé Nukleinsav
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Csoportban végeztek a 70-es évek kbdzepén. Ez volt vildgszerte is a technika
szllletésének idGszaka. Restrikcios endonukledz alkalmazas, rekombinans
DNS el6allitas és DNS nukleotidsorrend meghatarozas is ekkor tortént el6szor
hazankban az SZBK 4. emeleti laboratériumaiban. DNS szekvenalast Csordas-
Téth Eva végzett a Maxam-Gilbert modszerrel. Klénozott riboszomalis RNS
gén promoter és lambda fag kromoszoémaba épllési hely nukleotidsorrendjét
hatarozta meg. Az eredmények két Nucleic Acids Research ko&zleményben
jelentek meg 1979 06szén. JellemzO, hogy akkor természetes volt egy-egy
szekvenciarészlet meghatarozasahoz készilt autoradiogram képét a kdzlemény
abrajaként bemutatni.

A nukleinsav-szekvenalas legnagyobb publicitast kapott teljesitménye a
human genomszekvencia meghatarozasa volt, amit 2001-ben nyilvanitottak
elkésziltnek. Ekkorra ugyanis még csak az Un. draft szekvencia volt kész, ami
(lefedettség, hiba el6fordulds) Iényegesen jobbak. A human genom szekvenalasa
kozel harom milliard nukleotid sorrendjének a meghatarozasat jelentette. A
projekt inditdsakor ekkora dsszegre becsulték (dollarban) a varhaté koltségeket
is. Az egész vallalkozas torténete érdekes és szines, de ennek az attekintésnek
nem témajal. A jelen iras szempontjabdl legfontosabb, hogy eredményeként
szlletett meg az Un. human genom referencia szekvencia.

A human genomszekvencia teljes egészében elsd generacids szekvenalasi
technikaval, négy szin fluoreszcens Sanger-féle lancterminaciés modszerrel
készllt (a mddszert nevezik ciklikus vagy reverzibilis lancterminacidos mddszernek
is). Meghatarozasaban ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems, Inc.) készilékek
és tovabbfejlesztett tipusaik jatszottak fOszerepet. Egyidejlleg mar lazas
sebességgel folyt Ujabb szekvenald moddszerek fejlesztése és nem sokkal a
human genom szekvencia elkésziilése utan megjelentek és terjedni kezdtek az
NGS modszerek. Az Uj mddszereket tobb szempont szerint csoportosithatjuk,
bar nehéz osztalyokba sorolni dket. A rendkivil gyors technikai fejlodés gyorsan
devalvalja a teljesitmény, sebesség, koltség Osszevetéseket. A tovabbiakban
az NGS moddszerek kozds jellemzOit és a szekvenalds Uj nemzedékének
legfontosabbnak vélt sajatossagait tekintem at. NGS megvaldsitasara alkalmas
eszkdzokrdl és a mddszerek specifikusabb jellemzdirdl egy kdvetkez6 részben
fogok rovid attekintést adni.

L A témérél b6vebben olvashaté Venetianer Pal Az emberi genom cimii irdséban, Biokémia
XXXVII/3.2013. szeptember, 22-28. oldal (a szerkesztébizottsag megjegyzése).
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Erdemes tisztdzni, hogyan definidlhatunk szekvenaldkészilék és modszer
nemzedéket. Errdl nincs egységes vélemény a szakirodalomban.

A klasszikus Sanger-féle moddszert kovetd szekvenaladsi technikdak egyik
legjelentdsebb Ujdonsaga, hogy fragmentumok halmazait tudjak egyidejlleg
kezelni. Sanger-féle szekvenalashoz a DNS fragmentumokat klénozassal vagy
PCR-t alkalmazva felszaporitjdk. Az eljaras soran, ha nem is tudjak, hogy melyik
DNS darab honnan szarmazik, és minek felel meg, a manipulacié valamelyik
|épésében mégis minden egyes DNS fragmentum fizikailag is elklldnitett, ha kell,
akar kézbe is vehet6. Ehhez képest az NGS mddszerek fragmentumok halmazan
végeznek amplifikaciét (ha sziikség van a fragmentumok megsokszorozasara)
olyan elrendezésben, hogy egy-egy fragmentum minden masolata ugyanabban a
térrészben (emulzié cseppben, szilard fellleten régzitve), mas fragmentumoktdl
elkllonitve helyezkedik el. Tekinthetjlk ezt, a fragmentumokat egy halmazként
kezel6, de a fragmentumokat felszaporitva vizsgalé technikat masodik
generacios szekvenalasi modszernek. Ilyet hasznal a kereskedelmi forgalomban
beszerezhetd készilékek tobbsége (Roche, SOLID, Illumina, Ion Torrent).
Ezekhez képest jelentOs eldrelépés az, amikor a szekvenciameghatarozas nem
felszaporitott fragmentumokon, hanem egyedi DNS molekulak analizisével
torténik. Ez kikliszoboli az amplifikacid soran fellép6 hibakat. Mar vannak olyan
készllékek, amelyekkel egy molekula vizsgalata alapjan lehet nukleotidsorrendet
meghatarozni (Pacific Biosciences PacBio, Oxford Nanopore MinION).
Ezeket tekinthetjik a kovetkez6, harmadik generaciot jelentd szekvenald
berendezéseknek. A negyedik generaciét talan azok az eljarasok képviselhetik,
amelyek egyetlen molekula tébbszoros letapogatasara lesznek képesek.

Az NGS moddszerek mindegyikére jellemz6, hogy az alkalmazas bonyolult,
specifikus és koltséges eszkdzt és értékel6 software-t igényel. A nagy
teljesitoképesség, a koltséges késziilék és a komoly kihivast jelentd értékel6
informatika harmasa miatt ezért NGS készllékek a legtdbb esetben szakosodott
vagy intézeti szolgaltatd laboratériumokban (core facility) mikoédnek. A kisebb
laboratériumok szamara is elérhetd valtozatokként az utdbbi években kerlltek
piacra harom cég készllékeinek bench-top valtozatai (Roche GS Junior, Life
Technologies PGM és Illumina MiSeq). Ezek 100 ezer eurd korili vagy az alatti
aron beszerezhetdk, ennek megfeleléen egyedi laboratériumokban is terjednek.
Az Illumina MiSeq egy variansa 2013 novemberében FDA engedélyt kapott
klinikai alkalmazasra az USA-ban, igy varhatdan ndni fog alkalmazasa klinikai
kdrnyezetben is.
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Bar a kulonb6z6 NGS moddszerek lényegesen eltérnek, tdbbé-kevésbé kdzos
jellemz6jik a harom kovetkez6 munkafazis: (1) minta el6készités (templat
készités), (2) szekvencia olvasas és rogzités, (3) adatanalizis. A mintak lehetnek
amplifikacidval elGallitott molekulahalmazok vagy egyedi DNS molekulak. Templat
készitéséhez a mintabdl olyan fragmentum halmazt (kdnyvtar, library) hoznak
létre, amelyik lehetévé teszi a fragmentumok elkllonitett megsokszorozasat,
az egy-egy mintabdl szarmazo fragmentumok késObbi azonositasat és segit a
leolvasott nukleotidsorrendek 6sszerendezésében. Ehhez adaptor és azonositod
(barcode) részekbdl allé oligonukleotidokat kapcsolnak a fragmentumokhoz.
Attol fliggden, hogy az oligonukleotidokat milyen hosszi DNS-darabokhoz,
milyen trikkoket hasznalva ligaljak, létrehozhatdok specifikus konyvtarak,
amelyek egymashoz kozelebbi vagy tavolabbi helyzetl részek szekvenalasat
teszik lehetové. Az Un. ,mate-pair” technikaval hosszabb fragmentumok
végeirdl nyerhetd szekvencia adat, mert a konyvtar készitésekor eldbb egy
oligonukleotiddal korré zarjak a fragmentumokat, majd feldarabolva dket, az
oligonukleotidon at 6sszekapcsolddott részeken végeznek szekvenalast. Ezzel az
eredetileg egymastdl tavolabb fekvo részekrdl nyerheté szekvencia informacio,
amisegita nehezen szekvenalhato, ismétlodd részek athidalasaban. A hibridizaciét
és ligalast hasznald szekvenalasi mddszerekben is adaptor kapcsolasi trikkokkel
érik el azt, hogy egy-egy fragmentum tdébb pontjan is olvashatdk legyenek rovid
szekvencia részek.

Az adaptorok segitik a minta molekuldinak elkildnitését, mert vellk kapcsolhatdk
a fragmentumok egyenként szilard fellilethez. Ezt az adaptorok és a szilard
felllethez rogzitett komplementer oligonukleotidok kozoétti hibridizacid biztositja.
A fragmentumok sokszorozasa PCR amplifikacioval torténik emulzidéban
vagy szilard fazison rogzitett templaton, és egy molekula tobb ezer-szazezer
masolatat eredményezi az emulzié egyetlen cseppjében, vagy a szilard fazis
kozeli pontjain rogzitve. A szekvenalds alapulhat templat alapjan végzett
szintézisen, templat felszinen 6sszeilleszkedo oligonukleotidok 6sszekapcsolasan
ligdzzal és valami mas elven, ami rendszerint a nukleotid bazisok eltéréo méretét
hasznalja ki azonositasukra. A szintézist hasznald szekvenald reakciok ciklikusan
megfordithatdk lancterminacioval (CRT), nukleotidok egyenként torténd
beépitésével (SNA), vagy folyamatos nukleotid beépitéseket valds idében kdvetve
torténnek. Az adatrogzités pedig leggyakrabban lumineszcencia jel, négyszin(
fluoreszcencia jel, protonkoncentracié vagy ionaram-valtozas mérése. Az egyes
munkafazisok jellemzdire itt nem térek ki, mert azok eszkdz-specifikusak.
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A szekvenalds eredményével és minOségével kapcsolatos néhany fogalmat
érdemes azonban attekinteni.NGS moddszerekkel a szerkezetre vonatkozo,
mindségi jellegld adaton kivil, amit a nukleotidsorrend jelent, mennyiségi
adatokat is nyerliink egy-egy nukleotidsorrend el6fordulasi gyakorisagardl a
vizsgalt mintaban. A hagyomanyos technikaval ez nem teljestl, mert az alacsony
aranyban jelenlevd szekvenciavariansok nem észlelheték gél- és kapillaris-
elektroforézissel. Az NGS technikakban a konyvtar fragmentumai kilon-kalén
szolgaltatnak szekvencia-adatot, ezért megszamolhatdok. Ha vannak ritka
variansok a mintaban, akkor azok is kimutathatdk, feltéve, hogy elég nagy volt
a megszamolt fragmentumok szama, amit a szekvenalas mélysége (,depth”)
fejez ki. Természetesen feltétele a helyes eredménynek az is, hogy a konyvtar
készitése soran a fragmentumok eloszlasi aranyaban ne torténjen valtozas.
Annak kifejezésére, hogy egy-egy ponton atlagosan hany leolvasas tortént, a
lefedettségi mutatot (coverage) is hasznaljak. Ez mas esetekben azt jelzi, hogy
a genom hany szazalékardl nyertink szekvencia adatot. A coverage tehat az
el6z6 értelemben a lefedés mélysége (vastagsaga), a masodikban kiterjedése.

Amintaegyesfragmentumainakmennyiségétkifejezéinformacid alapkovetelmény
transzkriptom analizisek és ChIP-seq alkalmazasok soran. Ezekben valdjaban ez
az elsddlegesen keresett adat, a nukleotidsorrend a fragmentum azonositasahoz
kell. Igény van mennyiségi adatokra mas alkalmazasok soran is, pl. amikor
szomatikus mutacidk el6fordulasi gyakorisagat kell kideriteni. Ez gyakori kérdés
a tumorok nagymérték(i heterogenitasa és valtozékonysaga miatt, mert a
mutaciok el6fordulasardl sz46lé informacio fontos lehet célzott kezelési eljarasok
tervezéséhez. Szintén fontos a mennyiségi jellegli adat a metagenomikai
alkalmazasokban, amikor egy adott mikroorganizmus-populacié 6sszetevdinek
mennyiségére a mintaban jelenlevd szekvenciak aranyai alapjan kovetkeztetnek.

A kis aranyban meglévo szekvencia-heterogenitas kimutathatdsaga a leolvasasok
szaman kivil a meghatarozasi eljaras megbizhatosaganak is fliggvénye. A
megbizhatdsag szamszerlsitésére a Q érték szolgal. A Sanger-féle mddszer
hagyomanyos alkalmazasakor a szekvenald reakciok és az adatrogzités
egymastdl idében elvalasztottak. Az egy szekvenalasi reakcidbol nyerhetd
informaciomennyiség a gél felbontoképessége altal meghatarozott leolvasasi
hosszUsag. ANGS eljarasok tobbségében a szekvenalasi reakcid és az adatrogzités
ciklikusan ismétlédve torténik. Ezért a jel és zaj aranyanak fliggvénye az,
hogy az egymast kdvetd reakciok hanyszoros ismétlédés utan eredményeznek
még értékelhetd adatot. Az ismétlések szamanak novelésével a jel-zaj arany
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fokozatosan romlik. A NGS berendezések az érzékelt jelek nukleotidsorrendre
forditasakor minden nukleotidra megbecsiilik a leolvasas megbizhatosagat. A jel
megfeleltetése nukleotidnak a bazis-azonositas, ,base call”. Ennek mindsitéséhez
a készllék programja értékeli a mért jel ,jésagat”, dsszevetve a jelet jellemzo
értékeket (er6sség, szélesség stb.) a mar ismert szekvenciak leolvasasa soran
nyert értékekkel. Az Osszevetés alapjan minden leolvasott nukleotidhoz az
olvasas megbizhatdésaganak valdszinliségét tikrozo szamértéket rendel. EbbdI
szarmaztathato a Q érték, ami a hibas azonositas valdszinlségével aranyos. Q20
azt jelenti, hogy 100 alkalombdl 1-szer varhaté hiba, Q30 esetén 1000-ben egy,
Q40-nél 10.000 leolvasott nukleotidban egy tévedés varhatd. Tekintettel, hogy
a leolvasasok hossza rendszerint nem tébb mint néhany szaz nukleotid, Q30 azt
jelenti, hogy a leolvasasok tobbsége hibatlan. Mas szavakkal: Q30 értéknél a
leolvasas pontossaga 99,9%. Megjegyzends, hogy természetesen Q értéket csak
akkor lehet egy adott nukleotidhoz hozzarendelni, ha megtortént a leolvasasa.

A szekvenaldas moddszerétdl fliggden kilonbdz6 okokbdl szarmazhatnak hibak.
A hibak egy része eszkdz, illetve moddszer specifikus, mas részik véletlen.
Elmaradhat egy nukleotid érzékelése a fluoreszcens jel hidnya miatt, vagy egy
véddcsoport eltavolitasa nem torténik meg, esetleg homopolimer részeknél nem
megkiilénbdztethetd az n és n+1-es pozicidba torténd beépilés. Altaldban az
egy készilékre/modszerre jellemz6 hiba-spektrumot a hiba-modellben foglaljak
0ssze. A hibakat a készlilékek programjai prébaljak javitani. A programmal
megvaldsithatd hibakorrekcio sikere fiigg az egyes pozicidokban tortént leolvasasok
szamatol, a szekvenaldas mélységétol. Fontos észrevenni, hogy az amplifikacios
lépéseket hasznalé modszerek esetén a hibak korrekcidjat tekintve lényeges
kidlénbséget jelent az, hogy melyik fazisban tortént inszercio, delécid (,indel”),
helyettesités vagy az aranyokat megvaltoztatd szelektiv sokszorozas. A kdnyvtar
készitésekor fellépd hibak kikliszobdlésére mas technikaval létrehozott kdnyvtar,
mig a rendszerhibak ellen mas NGS eszkdzzel is végzett futtatas lehet hatasos.

Egy-egy szekvenald projekt célja lehet de novo szekvencia-meghatarozas, vagy a
vizsgalt minta mar ismert szekvenciaval torténd 6sszevetése, Ujraszekvenalasa.
A human és a legfontosabb modell organizmus genomok de novo szekvenalasa
megtortént a Sanger-féle mddszerrel. A kapott eredmények képezik ezeknek az
élélényeknek a referencia-szekvenciait (érdekes kérdés, hogy genomszekvenciak
esetében mi a jo etalon). A de novo és az Ujraszekvenalas természetesen eltérd
kihivast jelent, elsGsorban az adatfeldolgozas tekintetében. Az eldbbi esetében
a szekvenciak osszeillesztése, a lyukak befoltozdsa nehéz feladat.
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3. abra. Csoportkép a szekvenalasi eljarasok masodik nemzedékének jellemzdirdl.
a) Az NGS berendezésekben a nanotechnoldgia és elektronika 6tvézdédik modositott enzimek
korabban elképzelhetetlennek vélt alkalmazasaval. Két IonTorrent chip és egy MiSeq atfolyé
cella, az NGS késziilékek két bench-top valtozatanak fogydeszkézei. Ezek az apré eszk6zok
3-5 millié6 fragmentum egyidejii szekvenalasat és 3-15 Gb leolvasasat teszik lehetbvé. Az
NGS eredménye a kényvtar minden fragmentumanak sok-sok alkalommal leolvasott nukleotid
sorrendje. Elrendezve a fragmentumokat (b), jol lathaté az egyes részek sokszoros lefedettsége,
nagyobb nagyitast hasznalva pedig (c), hogy a fragmentumok tébbségének olvasasa hibatlan.
A késziilékek kiszolgald programja mar a futas alatt megbizhatdésagi értéket rendel minden
leolvasott nukleotidhoz (e). A futtatdas kéveté analizis pedig megadja az eltérések helyét,
gyakorisagat és a két iranybdl tett leolvasasok szamat (d).

A lyukak megszintethetosége elssorban a leolvasasok hosszatol fligg (read
length: a nukleotidszam, ami a szekvenaldsban résztvevo fragmentumokbdl
atlagosan meghatarozhatd). Ez a mai NGS készlilékekkel végzett szekvenalasok
esetén széles tartomanyban, néhanyszor tiz nukleotidtdl (ilyeneket eredményez-
nek a ligdlast hasznald mddszerek) néhanyszor ezer nukleotidig terjedhet.
Meglep6 talan, hogy az igazan hosszu leolvasasokra az egyedi molekulak
vizsgalataval szekvenciat szolgaltatd berendezések képesek.

Az NGS platformok tovabbi jellemzdi k6zott fontosak azok, amelyek megadjak
egy-egy készililék teljesitményét (capacity, output), a szekvenalasi folyamat
idejét (ez néhany 6ratdél tobb napig eltarthat), az egyidejlleg kezelhetd mintak
szamat (multiplexing vagy barcoding), és természetesen nem elhanyagolhaté
a készllékek beszerzésének és mikodtetésének koltsége. Az ezeket jellemz6
értékek gyorsan valtoznak. Az arat tekintve jellemz6en képviselheti a
szélsGértékeket két 2014 elején bemutatott készlilék: az Illumina HiSeq X Ten
rendszer - ami értékelGi szerint valdoban megvaldsitja majd a régen kit(izétt 1000
dollar per genom célt - listaara 10 millid dollar. Az Oxford Nanopore MinION a
masik véglet. Ezt készitdi a mindenki szamara elérhetd, olcsé eszkdznek szanjak,
1000 dollar koérdli aron. A magas eszk6z beszerzési arak persze nem mindenhol
jelentenek gatat. A Pekingi Genomikai Intézetben (BGI) 2011-ben tébbek kozott

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 1. szam 2014. marcius

29



Boros Imre

137 db HiSeq 2000 és 27 SOLID készilék mikodott. Persze szikség is van a
nagy kapicitasra az ott folyd 3M projekt teljesitéséhez, ami 1 millié faj, 1 millio
human genom, és 1 milli® metagenom/mikrobiom meghatarozasat tlizte ki
célnak. Az alabbi lista a DNS szekvenalas fejlddésének legjelentésebb technikai/
moddszertani |épéseit tartalmazza. Az attekintés masodik részében a 2005-t0l
kibontakozd masodik szekvenald nemzedék mar széleskorlien hasznalt vagy
eldrehaladott fejlesztési fazisban Iévé modszereinek és késziilékeinek jellemzoit
0sszegezem roviden, az alkalmazott szekvenalasi eljaras szerint csoportositva
Oket.

1975-1977 Lancterminacios és kémiai DNS szekvenaldsi modszerek kozlése.

1986 Els6 fluoreszcens jelzést hasznald automata szekvenald készllék.
1999 Kapillaris szekvenald késziilékek bevezetése.

2005-t0l NGS készulékek megjelenése.

2009-t6l Bench-top NGS késziilékek megjelenése.

2013 FDA engedély NGS alkalmazasra klinikai diagnosztikaban.

Az 6sszefoglald a TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001 Nemzeti Kivaldsag Program
cim( kiemelt projekt keretében nyert tamogatassal késziilt.

Irodalom

Az érdekl6d0 a szekvenalds korai és Ujabb moddszereirdl egyarant kdénnyen
talalhat irodalmat. Az alabbi néhany kézlemény kozil néhany a korai idokbdl
szarmazik, a kés6bbi dsszefoglalok pedig referencia listajukkal is segithetnek a
tovabbi tajékozddasban.
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Osszefoglalas

A véralvadas XII-es faktoranak (fXII) in vivo szerepe, valamint miikodésének
szabalyozasa a mai napig nem ismert részletesen. A fXII-t a véralvadas bels6
utvonalat elinditd szerin protedz enzimként irtak le [2]. Ugyanakkor koran
felismerték, hogy hidanya mégsem okoz vérzékenységet. Az in vitro és in vivo
tapasztalatok ellentmondasa évtizedek 6ta foglalkoztatja a kutatokat. Az elmult
évtizedben fXII deficiens egerekben kimutattak, hogy ezek az allatok védettek
a szivinfarktus és iszkémias stroke kialakulasaval szemben [3]. Egészen
friss felismerés, hogy a fXII részt vesz a keletkez6 vérrdg szerkezetének
stabilizaldsaban [4]. Ez merevebb vérrogdk kialakuldsdhoz vezet, amelyek
képesek vérereket elzarni. Az utdbbi években a fXII szerepét feltartdk a
véralvaddshoz nem kapcsolédd folyamatokban is. A fXII a kozelmultban
felismert fizioldgias aktivatorai, pl. polifoszfatok és heparin hatasara aktivalja
a kallikrein-kinin vagy kontakt rendszert [5, 6]. A kallikrein-kinin rendszer
aktivitdsa bradykinin felszabaduldsaval jar. A bradykinin gyulladasos és allergias
folyamatok fontos mediatora, tobbek kozott egy potencidlisan haldlos betegség,
az orokletes angioddéma tlineteinek okozodja is [7]. Ezek a megfigyelések igéretes
gyogyszercélpont molekuldva teszik a fXII-t. Gatlasan keresztil lehet6ség nyilhat
a koros vérrogképzodést és gyulladasos folyamatokat megakadalyozni gy, hogy
kozben a véralvadas képessége nem séril. Kutatocsoportjainkban rekombinans
uton allitunk eld fXII konstrukcidkat az aktivacié mechanizmusanak feltarasahoz
és iranyitott evollciés megkozelitéssel fejlesztettliink kanonikus szerin proteaz
inhibitorokat. Az inhibitorok segitségével megismerhetjik a fXII aktivalédasanak
és szabalyozasanak szerkezeti hatterét, valamint hosszabb tavon potencialis Uj
terapiak bevezetésére is mod nyilhat.

Bevezetés

A véralvadas XII-es faktora (fXII) tobb mas véralvadasi faktorhoz hasonldan
C-terminadlis szerin protedaz doménnel rendelkezd tébbdoménes fehérje. A
véralvadasi rendszerrdl alkotott klasszikus ismeretek szerint a fXII a véralvadas
belsé vagy kontakt aktivacios Utvonalanak inicializalé enzime (1. abra). Ismert,
hogy a fXII akkor aktivaldédik, amikor negativan toltott mesterséges felszinekkel
(pl. kaolin vagy dextran-szulfat) érintkezik. Az aktivalddott fXII (fXIIa) két
legfontosabb szubsztratjai maguk is szerin proteaz proenzimek (zimogének):
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a prekallikrein és a véralvadas XI-es faktora (fXI). Az aktivalt fXII-nek tobb
formaja létezik (2A. abra). Az ofXIla (aktivalt teljes hosszlisagu fXII) esetében
az egy peptidkdtés mentén torténd proteolizissel aktivaldodott szerin proteaz
domént és az N-terminalis doméneket még mindig 6sszekoéti egy diszulfidhid.
Ez a forma sokszor aktivator felszinhez kotott, és hatékonyan képes aktivalni
fXI-et és plazma kallikreint egyarant. Az ofXIla-t a plazma kallikrein képes mas
pozicidkban is elhasitani, aminek kdvetkeztében BfXIla (processzalt aktiv fXII)
keletkezik. A BfXIIa mar csak a szerin protedaz domént tartalmazza. A pfXIla nem
kotddik aktivator felszinekhez és nem képes fXI aktivalasara [8].

Az aktivalt fXI a véralvadasi kaszkad beinditasaért felel6s. A fXII hianya a
véralvadas belsd Utvonalanak épségét jellemz6 tesztben kapott érték, az un.
aktivalt parciadlis tromboplasztin id6 (APTT) megnovekedésével jar. Azaz a fXII
aktivitasa a belsO Utvonal aktivalasan keresztll - a teszt soran alkalmazott
korilmények kozott jelentdsen - hozzajarul a fibrin képzddéshez. Ezzel latszdlag
ellentmondasban van, hogy a fXII hidnya nem jar egyltt vérzékenységgel.
A jelenség magyarazata legalabbis részben az, hogy a fXI leghatékonyabb
aktivatora in vivo a véralvadasi kaszkad kozponti enzime, a trombin. A belso
utvonal tehat nem elsGsorban a véralvadas fliggetlen Utvonalaként mikadik,
szerepe a Vvéralvadasban inkabb egy trombin altal aktivalt erdsitd hurokként
képzelhet6 el [9, 10].

- : 1. abra. A fXII a klasszikus
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Régota célozzak kutatasok a fXII in vivo szerepének minél pontosabb feltarasat
és a fXII aktivalasara az él6 szervezetben képes molekuldk azonositasat. A
kozelmultban fXII-/- egerekkel [3], kismolekulaju fXII inhibitorral [11], valamint
egy, a csokospoloskabdl (Triatoma infestans) izolalt inhibitor fehérjével [12, 13]
végzett kisérletek soran kimutattak, hogy a fXII aktivitasa hozzajarul kiilonbdz6
artérias trombdzissal 6sszefliggd betegségek kialakuldsahoz. Ezek az eredmények
a fXII-re, mint gydgyszercélpont molekulara iranyitottak a figyelmet. Kisérleteket
féeml6s modellen is végeztek mar hasonlé eredménnyel, de maig csak nagyon
kevés allat bevonasaval [14].

Az emberi vérplazmaval és izolalt vérrogokkel végzett kisérletekben azt mutattak
ki, hogy a fXII a merevebb, slrlbb fibrinhaloju vérrégok kialakuldsahoz jarul
hozza. Ezek a vérrogok képesek a vérereket elzarva trombotikus betegségeket
okozni. Fontos, hogy ez a hatas nem fligg a trombin jelenlétét6l, ugyanis olyan
trombin mentes szérumban is megfigyelték, amiben a véralvadast kigydméreg
protedzzal inditottak el. Vagyis a fXII nem a belsd Utvonalon keresztll térténd
trombin aktivalas révén jarul hozza a vérrog képzédéshez, hanem a keletkez6
vérrog szerkezetét modulalja [4]. Ez magyarazhatja, hogy miért jelenthet
védettséget a fXII aktivitas hidanya az artériakban keletkez6 vérrogok altal okozott
betegségek kialakulasaval szemben. Epidemioldgiai vizsgalatok ugyanakkor azt
talaltak, hogy a fXII-nek fontos szerepe van a szervezet védelmében. Egy kozel
9000 embert kovetd tanulmany azt mutatta ki, hogy a szérumban mért fXII
aktivitas és a tulélés (overall survival) kdzott U-alaku 6sszefliggés all fenn. A fXII
hiany és a nagyon alacsony (< 10%) fXII aktivitas el6nyt jelenthet, azonban az
atlagosnal alacsonyabb, de nem szélsGségesen alacsony szérum fXII aktivitas
inkabb altalanos rizikofaktornak tekintheto [15].

A fXII-nek a véralvadas mellett szerepe van a gyulladdsos mediator bradykinin
peptidhormon felszabaditdasaban is (1. abra). A fXII altal aktivalt plazma
kallikrein pozitiv visszacsatolassal tovabbi fXII-t aktival. A plazma kallikrein nagy
molekulatémeg( kininogént hasit. A reakcié terméke a gyulladasos mediator
bradykinin peptid. Ez a harom fehérje, a fXII, a plazma kallikrein és a nagy
molekulatdmegl kininogén alkotja az un. kallikrein-kinin rendszert. A bradykinin
hatasa az endotélsejtek membranjaba agyazott bradykinin receptorokon keresztil
érvényesil. A bradykinin receptorok (1-es és 2-es tipusu bradykinin G-fehérje
kapcsolt receptorok) gyulladasos folyamatokért felel0s jelatviteli Utvonalakat
aktivalnak, aminek kdovetkezménye az erek tagulasa, az érfal atjarhatdésaganak
novekedése és neutrofil granulocitak toborzasa.

A bradykinin jelentésége megmutatkozik patoldgias esetekben is. Az 6rokletes
angioddéma (HAE) egy 6démas rohamokkal jaré betegség, ami a duzzanat
helyétdl és mértékétdl fliggben akar életveszélyes allapotot is eldidézhet. A
HAE hatterében minden esetben a kallikrein-kinin rendszer szabalyozasanak
rendellenessége huzodik meg [16]. A kontakt rendszer aktivalédasakor a hibas
szabalyozas kovetkeztében nagy mennyiségl bradykinin keletkezik. A HAE I-es
tipusaban csdkkent mennyiségben van jelen a fXII és a plazma kallikrein gatlasara
képes inhibitor, a C1-inhibitor fehérje. A II-es tipusban a C1-inhibitor mennyisége
normalis, de mutacid kdvetkeztében nem képes a funkcidjat hatékonyan ellatni

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 1. szam 2014. marcius

34



I TUDOMANYOS KOZLEMENY Szakdcs David és Beinrohr LészIé

[7]. A kdzelmultban kimutattdk, hogy a n6i HAE betegek egy részénél a C1-
inhibitor koncentracidja és mikddése is normalis [17]. Ezeknél a betegeknél a
tinetek altalaban magas 0sztrogén szint esetén jelentkeznek, példaul terhesség
alatt. Ismert, hogy az 6sztrogén serkenti a fXII termelését. Ezek a betegek szinte
kivétel nélkll a fXII-nek egy, a vadtipusnal nagyobb enzimatikus aktivitassal
rendelkez6 valtozatat hordozzak [18, 19].

Az utobbi id6k egyik jelentdsebb kdzleménye szerint a hizdosejtek altal kozvetitett
allergias és gyulladasos folyamatok el6idézésében a hisztamin mellett a bradykinin
is részt vesz. Az elmult években kimutattak, hogy a hizdsejtek altal termelt
heparin in vivo is képes aktivalni a fXII-t, és altala a bradykinin felszabadulasaért
felel6s kontakt rendszert [6]. Ezzel 6sszhangban van az a megfigyelés is, hogy az
angioddémas rohamokat gyakran valamilyen allergénnel vald érintkezés valtja
ki [16]. A fXII tehat nem csak bizonyos trombotikus betegségek megel6zésében
lehet gydgyszercélpont molekula, hanem a HAE és bizonyos allergias rohamok is
kezelhetdek lehetnek fXII gatlasaval.

Az elmult években napvilagot latott tobb olyan eredmény is, ami a fXII és a
kontakt rendszer részleteiben nem ismert, finom és bonyolult szabalyozasara utal.
A kontakt rendszer aktivalasa ugyanis sok esetben nem jar egyiitt a véralvadasi
kaszkad beinditdsaval. A kontakt rendszer aktivalédasaval 6sszefliggd allergias
és gyulladasos betegségek esetében nem irtak le, hogy ezek megndvelnék a
trombotikus betegségek kialakulasanak valdszinliségét. Kilonbdz6 mesterséges
fXII aktivacids felszinek vizsgalata soran észlelték, hogy az alkalmazott felszin
mindségétdl fiiggben tapasztalhatd csak a kontakt rendszer vagy a kontakt és
a véralvadasi rendszer egyittes aktivaldodasa. A fXII szerin protedz doménjének
felismerésére fejlesztett ellenanyag fragmentumok segitségével kimutattak, hogy
a fXII-nek az alkalmazott aktivacids felszintdl fliggben eltéré formai jelennek
meg a szérumban [20]. Kimutattak azt is, hogy fehérje aggregatumok és amiloid
peptidek képesek aktivalni a fXII-t anélkil, hogy ez a véralvadasi kaszkad
beinditasaval jarna [21]. Azaz az aktivacids felszin minGsége befolyasolja, hogy
milyen aranyban keletkezik afXIIla és pfXIIa a rendszerben.

A természetbdl tdébb reverzibilis fXII inhibitor fehérje is ismert. Ezek kozul
kettd tekinthet6 igazan hatékonynak. Az ecotint az Escherichia coli baktérium
termeli. Ez az inhibitor szamos szerin proteaz hatékony gatlasara képes, azaz
nem specifikus a fXII-re [22]. Az infestin-4 a csdkospoloskabdl (Triatoma
infestans) szarmazik. Ez nemcsak hatékony, de viszonylag specifikusnak is
bizonyult a fXII-re [23]. A kutatasi projekt céljaként azt t(iztik ki, hogy fag
bemutatas alkalmazasaval feltarjuk a fXII gatlasat lehetévé tevé aminosav
mintazatot az SGPI-2 (Schistocerca gregaria protease inhibitor 2) kanonikus
szerin proteaz inhibitorbdl kiindulva. Az SGPI-2 vazat felhasznalva mar szamos
jelent6s eredmény sziletett kutatdcsoportjainkban. A feltart mintazat rengeteg
informaciot tartalmaz arrdl, hogy a fXII milyen aminosavakat preferal az
inhibitor enzimmel kapcsolatban levd pozicidiban. A mintazat alapjan ujfajta fXII
inhibitorok tervezésére és eldallitdsara nyilik lehet6ség, amelyek hatékonysaga
és specifitasa idedlis esetben vetekedhet az infestin-4 tulajdonsagaival.
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Kisérletes megkozelités és a kezdeti eredmények

A fXII zimogént 6 domén alkotja, amelyeket flexibilis linkerek kétnek dssze (2A
abra). A negativ toltés(i mesterséges felszinekkel érintkezve kdnnyen aktivalédik,
és a szérumban jelen levd mas proteazok tébb ponton hasithatjak. Ezenkivdl,
mint a vérben talalhatod fehérjék altalaban, a fXII poszttranszlacidsan glikozilalva
van. A fXII prolin gazdag régidja kiuloéndsen sdr(in van O-glikozilalva. Ezért
teljes lancu formajaban a szérumbdl tisztitott fehérje szerkezetileg rendkivl
heterogén.

fi
X1
kéinryd
Ll naieisn linc 2. abra. A zimogén fXII-t hat domén
' er. e ran | alkotja.A) Az N-termindlis fel6l rendre
X1 erar szeri b 2-es tipusu fibronectin, EGF-szerl, 1-es

LT e ' tipusd  fibronectin, EGF-szerd, ,perec”

(kringle), majd egy hosszu prolin gazdag

régiot kévetéen a szerin protedz domén

\ (SP) kévetkezik. Az aktivacid elsé lépése

afXlla M . sordn a szerin protedz domén N-terminélis

(aktiv forma) e végéhez kézel hasad el egy peptid kétés.

Az igy keletkez6 aktiv afXIla forma

il diszulfid hid altal ésszekétve tartalmazza

e - . az 6t N-termindlis domént (nehéz lanc)
(processzalt 5 . . . . . . P

altth Frva g és az immar aktiv szerin proteaz doment

(kénnyli lanc). Az aktiv plazma kallikrein

s

(zimogén)

diszulfidnid

egy masik peptid kétés elhasitasara is.

B Ez a hasitas BfXIla-t eredményez, ami
faktor Xlla szarvasmarha gyakorlatilag az aktiv szerin protedz
(SP domén) tripszin doménnek felel meg. B) A fXII szerin

protedz domén és a szarvasmarha tripszin
felszini téltésmintazata. A fXII felszine
tagoltabb, a szubsztratkété arkot savas
karakter( hurkok hataroljak. Az enzimek
szubsztrat  megkétése  szempontjabdl
kiemelt fontossagu S1 kétézsebét csillaggal
jeléltik. A szubsztratkété6 arkot sarga
szalaggal kiemeltik.

A heterogenitas problémajat a fXII rekombinans el6allitasaval oldottuk meg.
Els6 megkozelitésben a minimalis katalitikus egységet, a szerin proteaz
domént fejeztiik ki. A laboratériumunkban fehérjék szerkezetmegoldashoz valo
eldallitdsara mar sikeresen hasznalt Pichia pastoris éleszté rendszert hasznaltuk
[1, 24, 25]. A Pichia rendszer eukariéta expresszids rendszer, igy a bakterialis
Escherichia coli rendszerrel szemben képes a fehérje aktivitasahoz sziikséges
poszttranszlacios moddositasok végrehajtdsara. A fXII katalitikus doménje
szamos diszulfidhidat tartalmaz, amik sziikségesek a szerkezet stabilitasdhoz és
a katalitikus aktivitashoz.
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A kutatasainkhoz elegendé mennyiséget kivantunk elGallitani nemcsak
fagbemutatashoz, hanem a fXII szerkezetének rontgenkrisztallografias
madszerrel vald vizsgalatahoz is. A rontgenkrisztallografia a fehérjepreparatum
nagyfoku tisztasdaga mellett a minta konformacidos homogenitasat is igényli.
Ezért a fXII-nek maltdézkoté fehérjéhez (MBP) fuzionaltatott formajat fejeztik
ki és amiloz affinitds kromatografiaval tisztitottuk > 95%-o0s tisztasagura. A
glikozilacidos heterogenitast Endoglikozidaz H enzimes kezeléssel szlintettiik
meg. A fuzids fehérjét Ugy terveztilk meg, hogy a — fXII aktivalas soran - hasadd
kotés elé a DDDDK szekvenciat illesztettilk be a természetes szekvencia helyett.
Ezt a szekvenciat specifikusan hasitja a Lys utan a kereskedelemben kaphato
enterokindz protedz. A hasitdas eredményeképpen aktivalt fXII szerin proteaz
domént kapunk. A természetes szekvenciat nem egyetlen helyen hasithatjak a
szérumban jelen levo proteazok (lasd a és BfXII formak), igy az enterokinazos
hasitassal a heterogenitds egy lehetséges forrasat is megszintettik.
Végeredményben ~1-5 mg nagysagrendben tudtunk tisztitott és homogén fXIIa
preparatumot el6allitani, ami elégségesnek bizonyult arra, hogy feltérképezziik a
fXII gatlasat lehetdvé tevé aminosav mintazatot fag bemutatassal és a mintazat
alapjan el6allitott fXII inhibitorok tulajdonsagait meghatarozzuk oldatfazisu
aktivitasmérések soran.

A fag bemutatas a legsikeresebben alkalmazott iranyitott evollcios eljaras.
Segitségével lehetdség nyilik nagy kdlcsonhaté felszinek gyors feltérképezésére,
valamint Uj interakcidos partnerek kifejlesztésére [26]. A fag bemutatas
alkalmazhatd proteaz inhibitor fehérjék fejlesztésére is [27]. A fXII inhibitor
fejlesztés alapjaul az SGPI-2 nevl kis kanonikus inhibitor fehérjét valasztottuk.
Ebb6l a molekulabdl kiindulva korabban sikerllt hatékony inhibitorokat
fejlesztenlink a tripszin aktivitasanak szabalyozasaért felelds kimotripszin C
[28], valamint a komplement rendszer lektin Utjanak beinditasaért felelés MASP-
1 és MASP-2 enzimekkel szemben [29, 30]. Az SGPI-2 esetében feltérképeztiik
a szarvasmarha tripszinhez és kimotripszinhez, valamint a sertés pankreatikus
elasztazhoz valo koétédést lehetové tevd szekvencia mintazatot is.

-7

lehetséges valtozatat reprezentald fag-fehérje konyvtarat hoztunk létre. A
konyvtarban az inhibitor Schechter-Berger nevezéktan [31] szerinti P4-P4’ kozti
szakaszan minden pozicidban megengedtik az 6sszes aminosav el6fordulasat.
Ez aldl kivételt képeztek a P3 és P3’ pozicidokban talalhatd, a 3. abran sarga
szinnel feltlintetett ciszteinek. Ezek a ciszteinek az inhibitor hurok megfeleld
szerkezetének kialakitasa szempontjabol nélkilozhetetlen diszulfid hidakat
alkotnak. A konyvtarbdl kivalogattuk a fXIIa-hoz szelektiven koétd valtozatokat.
A szelekcid soran rekombinans fXIIa szerin proteaz domént alkalmaztunk célpont
fehérjeként. A szelekciét kovetden 52 egyedi fXIla kotd fehérje varians génjét
szekvenaltuk, és a fXIla kotés képességét az inhibitorok szamara biztosito
aminosav szekvencia mintazatot szekvencia logé formajaban abrazoltuk [32]
(3. abra).

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 1. szam 2014. marcius

37



I TUDOMANYOS KOZLEMENY Szakdcs David és Beinrohr L3szIé

4
3 fXlla

= B inhibitor

e mintazat

o 1 S

% 0 —_—

(0]

©

CE:

& 4

g = tripszin

E 2 - inhibitor
1 g mintazat
0 = —— == == ;_"_—T:z

P4 P3 P2 P1 P1' P2 P2 R4
aminosavpozicié Schechter-Berger szerint

3. abra. A szekvencia logo egyes oszlopainak magassaga azt tiikrézi, hogy az adott
oszlopban az aminosavak el6fordulasi gyakorisaga milyen messze van az egyenletestol.
A legegyenetlenebb eloszlas az, amikor csak egyetlen aminosav fordul el6 egy pozicioban.
Ezeknek az oszlopoknak maximalis, bitekben kifejezve log,20 a magassaga. Ha egy pozicioban
mind a 20 aminosav el6fordul, raadasul egyforma gyakorisaggal, akkor tokéletesen egyenletes
az eloszlas. Ebben az esetben az adott pozicidban az oszlop magassaga nulla lenne. A magasabb
oszlopokban tehat kevesebb féle aminosav fordul el6 a megvizsgalt kldnokban, azaz itt komoly
feltétele van a vizsgalt enzimhez valé kétésnek. Az egyes betlik magassaga egy pozicioban az
aminosavak el6fordulasi gyakorisagaval aranyos. A betlik szine az aminosavak kémiai karakterére
utal: a hasonld karakterii aminosavak azonos szinnel vannak feltiintetve.

Az 3. abran lathatd, hogy az SGPI-2 inhibitor vazon végzett szelekcié hasonld
mintdzatot eredményezett a fXIIa (fels6 logd) és a szarvasmarha tripszin (also
logd) esetében. A legfontosabb kilénbség, hogy a fXIla az enzim-inhibitor
kolcsdnhatas szempontjabdl kiemelt jelent6ségl P1 pozicidban arginin mellett
kotelezodott el, mig a tripszin az arginint és a lizint egyarant elfogadja. A tripszin
emésztd enzim, feladata a taplalék fehérjéinek peptidekre torténd hasitasa. Ennek
megfelel6en szubsztratkot6 arka nyitott, szabadon hozzaférhetd. Ezzel szemben
a fXII felszine - homoldgia modellezett szerkezet alapjan - sokkal tagoltabb [1].
A szubsztratkot6 arkot savas karakterd felszini hurkok leszlkitik, igaz, a modell
alapjan nem torlaszoljak el azt (2B. abra). A fentiek alapjan mindenképpen
varatlan eredmény, hogy a két enzim ennyire hasonlé feltételeket tamaszt az
inhibitorokkal szemben. A jelenség hatterében meghlzddé szerkezeti okok
felderitése a terveink kdzott szerepel.

A szekvencia logd alapjan eldallitottunk harom fXII inhibitor molekulat, és
meghataroztuk ezek egyensulyi inhibiciés alland6 (K,) értékeit a fXIla szerin
protedaz doménjével szemben (1. Tablazat). Mindharom létrehozott inhibitor
gatolja a fXIIa szerin protedaz doménjét, azonban hatékonysaguk elmarad az
infestin-4-étdl. Az irodalmi adatok szerint az infestin-4 K, értéke a fXII-vel
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szemben 78 pM [33]. A leghatékonyabbnak bizonyult, a P4-P4’ szakaszon
ACTRMYCF szekvenciaval rendelkezd fXII inhibitor K, értékét meghataroztuk
szarvasmarha tripszinnel szemben is. Az inhibitor rendkivil hatékony tripszin
inhibitornak bizonyult, a kélcsénhatas K, értéke 10 pM-nal kisebb. A szekvencia
mintdzatok hasonldésaganak fényében nem meglepd, hogy a fXII gatlasara
kifejlesztett inhibitorok a tripszint is hatékonyan gatoljak.

1. tablazat. A létrehozott fXII inhibitorok K, értékei.
Ki (nM)

fXII tripszin

GCTRMYCF (100 -

ACTRMYCF |25 <0,01

GCTRRFCF [100 =

P4-P4'

Eloretekintés — ij munkahipotézis

A tovabbiakban a fXII szerkezeti biokémiai modszerekkel torténd vizsgalatat
tervezziik. Mi lehet annak a szerkezeti oka, hogy a természetbdl ismert,
illetve az iranyitott evollcidval kifejlesztett fXII inhibitorok specifitasa és
hatékonysaga ilyen nagy eltéréseket mutat? A fXII kilonbdz6 rekombinans
formainak kristalyositasat tervezzilk apo allapotban, illetve kilénbdz6
inhibitorokkal komplexben. A vizsgalatokba bevonjuk a panspecifikus szerin
protedz inhibitor ecotint [22], valamint az infestin-4-et [23, 33] is. A megoldott
kristalyszerkezetektol reméljik, hogy segitségiikkel fényt derithetlink a fXII mas
fehérjékkel kialakitott kdlcsdnhatasainak szerkezeti hatterére, valamint az egyes
inhibitorok eltérd tulajdonsagainak szerkezeti okaira.

heparin vagy
polifoszfat

——
proenzim fXII, proenzim fXII,
zart konformacidju, nyitott konformacioju,
hasadé kotés rejtett hasado kotés szabad

4. abra. A zimogén fXII aktivacidja soran hasadoé kotések aktivator hianyaban nem
hozzaférhetéek. Az aktivatorral valo kélcsénhatas eredményeképpen a fXII térszerkezete
megvaltozik és a hasadd kétés vagy kétések hozzaférhetévé valnak. A kiilbnbézé aktivatorokkal
a finom részletekben kiilbnb6z6 kapcsolatokat alakithat ki a fXII. Ennek kévetkezménye
lehet, hogy a kiilbnb6z6 aktivatorok hatasa egymastol eltér. Bizonyos aktivatorok hatasara
stabil, a kallikrein-kinin rendszert és a véralvadast is hatékonyan aktivalo afXIla keletkezik.
Mas aktivatorok hatasara a keletkezé afXIla gyorsanBfXIla-va alakul. Ez a forma mar csak a
kallikrein-kinin rendszer aktivalasara képes.
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A fXII aktivacio szerkezeti hatterének részletekbe mend vizsgalatara is
lehetdségiink nyilhat, ha sikeril teljes lancu zimogén fXII-t tiszta formaban
eldallitani. Ebbenazesetbenvizsgalhatnank, hogy akilénbdzo aktivacidsfelszinek,
szubsztratok és mas interakcidés partnerek pontosan hogyan befolyasoljak
azt, hogy els6sorban ofXIIa vagy pBfXIla keletkezik, és ennek fliggvényében a
kontakt rendszer mellett aktivalddik-e a véralvadas bels6 Utvonala is. A zimogén
fXII esetében feltételezhetd, hogy a nagyméretli negativan toltott felszinekkel
rendelkezd szerin protedaz domén az N-termindlis domének pozitivan toltott
felszineire fekszik. A szintén negativan toltott aktivator felszinek leszorithatjak
a szerin protedaz domént az N-terminalis doménekrdl. A fXII finom részleteiben
kildonb6z0 kolcsdnhatasokat alakithat ki az eltérd aktivator felszinekkel, aminek
kovetkeztében a fXII aktivacid soran hasaddé kotések hozzaférhetGsége is
kdlénbdzhet. Ez magyarazhatna, hogy az interakcid felszin min6sége hogyan
hatarozza meg, hogy milyen aktivalt fXII forma jelenik meg a szérumban (4.
abra).

Az SGPI-2-bdl kifejlesztett inhibitorok hatékonysaganak és specifitdsanak
novelésére is lehet6ség van Ujabb iranyitott evollciés kisérletekben. A
megnovelt hatékonysagu inhibitorok vagy az infestin-4 alkalmazasaval tervezziik
olyan szérum kisérletek elvégzését is, amelyek eredményei alapjan jobban
megérthetjik a fXII aktivalédasanak molekularis részleteit az él6 szervezetben,
illetve megismerhetjik a fXII mas folyamatok elinditdsaban és szabalyozasaban
betoltott szerepének jelentdségét.
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STRAUB F. BRUNO
(1994-1996)

Szaz éve szlletett a magyar biokémia torténetének - Szent-Gyorgyi utan -
legnagyobb egyénisége, Straub F. Brund. Palyam kezdetén évekig szorosan vele
dolgoztam, és évtizedeken at volt intézeti fonokom, tehat igy érzem, autentikus
tanuként emlékezhetek ra. Azzal kezdeném, hogy amikor 1965-ben az NIH-
be indultam, egy késObbi Nobel-dijas (C.B. Anfinsen) laboratériumaba, kedves
id6sebb kollegam, Garzé Tamas azzal bucsuztatott, hogy ,,..az USA-ban nyilvan
sok hires tuddssal fogsz talalkozni, de a Profhoz hasonlithatd nagy egyéniséggel
valdszinlileg nem”. Ez a jovendolése teljesen igazolddott, valéban egész késbbbi
palyam soran kevés igazan nagy embert ismertem meg, de 0 kétség kivil ezek
egyike volt. Mivel szerencsétlen korban élt és alkotott, tudomanyos életmiive
csonka maradt, nem tikrdzi igazan zsenialitdsat, bar természetesen igy is
nagyon jelentos.

Hiszen alig huszonot évesen mar vilagszerte elismert kutatdja az oxidacid
biokémiajanak, nevéhezfliz6dik az almasavdehidrogenaz és a tejsavdehidrogenaz
tisztitdsa és jellemzése, a Straub-diaforaz felfedezése. Huszonhét éves koraban
fedezi fel az aktint, amivel biztositja 6rokds helyét a tudomany torténetében.
Igen fiatalon (31 éves koraban) lesz tanszékvezet6 professzor (el6bb Szegeden,
majd Budapesten), és nem sokkal késdbb (34 éves koraban) akadémikus. Palydja
masodik felében mar els6sorban oktatd és mester, biokémikusok nemzedékeinek
neveldje, bar még ekkor is fiz6dnek a nevéhez jelentés eredmények (egy Uj
ATP meghatdrozasi modszer, az ATP mint az aktin kofaktora, az ATP szerepének
felismerése a vorosvértestek permeabilitdsaban, a fluktuacios fit elméletének
elso felvetése, a protein-diszulfid izomeraz felfedezése stb.).

1956 utan, a vasfliggony részleges felemelkedésével azok a nyugat eurdpai
biokémikusok, akik eldszor l|atogatnak Magyarorszagra (Work, Campbell,
Pollock, Sanger, Lynen stb.) elsOsorban 0Ot keresik fel, vele akarnak eszmét
cserélni. A szomszéd orszagok szamos fiatal kutatéja (Rychlik, Keil, Griinberger,
Doskocil, Hadjiolov, Osztrowszki, Venksztern, Krause stb.) az 0 intézetében
toltott heteknek, hédnapoknak kdszonheti késébbi sikeres palyajat. Tiz egykori
munkatdarsa, tanitvanya lett az MTA tagja, harman a kilféldre szakadtak kozil
az MTA kiils0 tagjai.

Kivald tankonyvei (Altaldnos és Szervetlen Kémia, Szerves Kémia, Biokémia)

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 1. szam 2014. marcius

51



I NAGY ELODEINK Szdz éve sziiletett Straub F. Bruné

és legendasan érdekfeszitd, szines el6adasai orvostanhallgatok nemzedékeit
nevelték fel. © vezette be egyetemeinken elséként a feleletvalasztasos irasbeli
vizsgaztatast. Tudomanypolitikusként neki kdszénhetdé az Akadémian az 6nallé
Bioldgiai Osztaly létrehozasa, és mindenekel6tt a Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont
megalapitasa. Azt a |épését, hogy élete alkonyan (1988-89) elvallalta az EInoki
Tanacs elndokségét, sokan vitattak, de nem tagadhatd, hogy ennek kilféldon igen
jo visszhangja volt, és nagyban hozzajarult ahhoz, hogy a rendszervaltd orszagok
kozott hazanknak volt ekkoriban a legjobb reputacioja a nyugati vilagban.

Eletm(ivének ez a (nagyon véazlatos és hidnyos) attekintése természetesen
tavolrél sem képes megmutatni személyiségének, egyéniségének sulyat és
erejét, amelyre utaltam a bevezetd sorokban. Noha mint olyan embernek, aki
élete nagy részében jelent6s hatalommal rendelkezett, nyilvan voltak ellenfelei és
haragosai, mindazok, akik abban a szerencsében részeslltek, hogy intézetében
dolgozhattak, végtelenil tisztelték és tobbnyire rajongva szerették is. Bar
tavolsagtarté volt, még idosebb munkatarsaival sem tegezddoétt (és soha nem
hasznalta a ,,csenddrpertut”), mégis tudott nagyon szeretetre méltd lenni egy-
egy varatlan, kedvesen humoros megjegyzéssel vagy gesztussal. Lenylig6zo
autoritasaval soha nem élt vissza, nemhogy eltlirte, egyenesen batoritotta az
ellentmondast, st a szemtelenséget is. Munkatarsaiban a legtébbre az 6nallo
gondolkodast becsiilte. Elképesztd volt a Iényegmegragadd képessége, amivel
elsO pillanatban felismerte egy cikkben a logikai, s6t a sajtéhibakat is, ahogy
ratapintott egy el6adas gyenge pontjaira. Senkit nem ismertem, aki olyan
efficiensen tudott levezetni egy Ulést, mint 6. Gyl(ilolte az lres fecsegést, a
mellébeszélést, de értelmes vitdra mindig készen allt. Nagy ember volt, nagyon

hianyzik a jelenléte. Természetesen mindannyiunknak, akik
munkatarsai, tanitvanyai voltak, sziviinkben és elménkben ma
is él és hat. A fiatalabb biokémikus-generacié szamara azonban
ez nyilvan nincs igy. Ezért fontos, hogy emlékezziink ra.

Ezt szolgdlja az a domborm(i, amely haldla utdn az SzBK
el6csarnokaban kerllt felavatasra és még inkdbb a szegedi
Dém-tér arkadjai alatt a Nemzeti Pantheonban idén februar 5.-

én leleplezett életnagysagunal nagyobb mellszobra.
(fotd: Bércsék Szilveszterné, SZBK)

Venetianer Pal
Az MTA rendes tagja
MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont
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A FELFEDEZES BOLDOGSAGA!

A Magyar Nemzet 1984. marcius 4-i szamaban hosszu cikk jelent meg a hetvenéves
Straub F. Brunordl [1]. A Kristof Attila altal rogzitett interjuban Straub F. Brund
meginditd 0szinteséggel vallott palyajarol, palydjanak 6romeirdl és csaldodasairol.
Az interjubdl egyértelmien kirajzolédik egy olyan ember értékrendje, aki a
tudomanyos kutatast izgalmas szellemi foglalkozasként fogja fel, melynek
legfébb jutalma a megismerés, a felfedezés szellemi 6rome. ,...a figyelmemet
lekétni a kézépiskolaban csak egy ember tudta igazan, a matematika-tanarunk,
aki egy-egy tételt lathato 6rémmel vezetett le, joérzése, 6réome oly nyilvanvald
volt, hogy mindig egyiitt 6riltem vele [...] Aztan az egyetemen talalkoztam
Szent-Gyérgyi Alberttel, aki minden elbadasaban driasi 6rémmel élte at djra
tudomanyos igazsagait, s ily médon engem is bevont ebbe az érémbe [...] igy
keriltem azok kézé, akik tudjak, hogy a legnagyobb joérzést az okozza, ha
egy nem értett dolgot megért az ember. Ez nem azt a parlagi 6réomet jelenti,
hogy lam, milyen okos vagyok én, hanem a felismerés boldogsagat, amikor
tulajdonképpen egy uj vilag tarul fol elbttiink, ez érzelmileg nagyon nagy dolog.”

A ,milyen okos vagyok én” 6romét sem itélte el, s6t nagyon fontosnak tartotta
a tudomany eldrehaladdasa szempontjabdl. ,Ezt a hiusagot mindenki lenézi, én
is, de azt kell mondanom mégis: hatalmas hajtéeré a tudomanyos kutatasban
és barmi alkoté munkaban. [...] El kell fogadnunk, azzal a megkétéssel, hogy
a hiusag addig egészséges, amig elébbre visz, amig az ember nem hajlik arra,
hogy a mult eredményeivel hivalkodjon..."”

Straub F. Brundnak palyaja elso két évtizedében bdségesen része volt mindabbdl
a sikerbdl és elismerésbdl, melyet a kutatdé munka nydjthat: ,....Szent-Gydrgyi...
blszke volt arra, hogy személyemben sikertilt egy elismert tanitvanyt kinevelnie...
Ez volt hat a hbskor, amikor sok jutott nekem abbdl az 6rémbdl, amelyet egykori
matematika tanarom révén ismertem meg..."”

Némi keserliség érzddik ki szavaibdl, amikor arrdl beszél, hogy a torténelem
menete belesodorta a politikaba, a tudomanypolitikdba, a tudomanyszervezésbe.

1 Megjelent a Magyar Tudomany 2014/1 szamanak 7-9 oldalan. Kiadd: Kor-
rektor Nyomdai Kft., felel6s vezetd: Poth Gabor (a szerkesztObizottsag megjegy-
zése).
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Bar bliszke arra, hogy 6 hozta Iétre a Szegedi Bioldgiai Kézpontot, Ugy érzi, hogy
tul nagy arat fizetett palyajanak ezen fordulataért: ,,amit fiatalkorom 6rémeirél,
boldogsagérzéseir6l mondtam, tehat a megértés, megismerés és felfedezés
0rémérodl, az eltiint. Megsz(int. Hosszu id6 6ta nincs részem benne. Jott helyébe
az, hogy a tanitvanyaim csinalnak valamit, hogy a fiataloknak segiteni tudok.
[...] Ez mas. Egészen mas [...] panaszkodjak a térténelemre, hogy mikézben a
magyar biokémia létrejott én elvesztem?”

Amikor 1967 szeptemberében felvételt nyertem az MTA Karolina uti Biokémiai
Intézetébe (aleend6SZBK,aSzegediBioldgiaKozpontalkalmazottjaként)azintézet
igazgatdja, Straub professzor energidja jelent0s részét tudomanyszervezésre,
az SzBK létrehozasara forditotta. Bar kozvetlen szakmai iranyitdsomban nem
vett részt mégis meghatarozo szerepet jatszott palyam alakulasaban.

1967 és 1972 kozott tényleges munkahelyem sokszor valtozott, eldszor a
Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem (ugyancsak Straub F. Brund altal
iranyitott) Orvosvegytani Intézetében, majd a Karolina uti intézetben, majd -
az SZBK elsO blokkjanak elkésziilte utan - Szegeden dolgoztam. Ez a tébbszori
koltozéssel terhelt peridodus nem nagyon kedvezett a kutatdmunkanak, talan
kutatasi témam sem volt a legszerencsésebb. Részben ennek rovasara irom azt,
hogy palyam elsd 6t éve nem szerzett annyi 6romot (érdekes, visszhangot kivaltd
eredményt), mint amennyit a kutatdpalyatdl reméltem. Talan ezt latva, 1972-
ben Straub professzor kezdeményezte, hogy posztdoktorként menjek ki dolgozni
a UCLA (University of California, Los Angeles) Bioldgiai Kémia Intézetébe, Emil
L. Smith laboratériumaba. Kezdeményezése kilénosen azért volt szdmomra
megtiszteld (és toltdtt el némi szorongassal), mert a fogadd laboratérium a
fehérjekémiai kutatdsok vezetd laboratériumanak szamitott, Smith professzor
pedig Straub F. Brund személyes jobaratja volt abbdl az idébdl, amikor a haboru
elétt mindketten Cambridge-ben dolgoztak. Szerencsére az itt eltoltott két év
alatt nem vallottam szégyent, és részem lehetett a tudomanyos felfedezések
oromében, és abban az 6rémben, hogy munkam soran altalanos érdeklddésre
szamot tartd kérdéseket vizsgalhattam, és eredményeim jelentds visszhangot
kaptak. Ezt az 6romteli periddust Straub professzornak kdszénhettem.

A posztdoktori munka soran szerzett fehérjetudomanyi ismeretek jobb
hasznositdsa érdekében Straub professzor kezdeményezte, hogy hazatérésem
utan munkamat a fehérjekutatasok szamara jobb feltételeket biztosité budapesti
Enzimoldgiai Intézetben folytathassam. Megeldlegezett nekem annyi bizalmat,
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hogy o©nalléan kezdhettem dolgozni. Egyszemélyes csoportom kezdetben a
posztdoktori munkam soran altalam kidolgozott technikakat alkalmazta fehérjék
szerkezet-funkcid 6sszefliggéseinek vizsgalatara, kdzben azonban igyekeztem
olyan Uj teriletet taladlni, mely jelentosebb kihivast jelent (és igy tobb 6romot
hozhat). 1977-ben ugy déntéttem, hogy a fibrinolitikus proteazok (plazminogén,
szoveti tipusu plazminogén aktivator) szerkezet-funkcid 0Osszefliggéseit
tanulmanyozom. Ennek a kutatasi témanak a fontossaga nyilvanvald volt (vo.
trombozis, stroke, infarktus), ugyanakkor szinte ismeretlen teriletnek szamitott,
mert ekkor még szinte semmit nem tudtunk ezeknek a fehérjéknek a szerkezetérol
és funkcidjuk szerkezeti alapjairél. Megint csak Straub professzor megel6gezett
bizalmanak kdszénhettem, hogy belevaghattam ebbe az ambicidzus projektbe,
eldsegitette, hogy megalakulhasson a tervek megvaldsitdsara alkalmas méret(
Fibrinolizis-csoport. Kezdetét vehette egy olyan, tobb mint tizéves periddus,
amely a legtobb tudomanyos meglepetést és szellemi 6réomot hozta szamomra.

Visszatekintve: a fehérjekutatasok terlletén Straub professzor inditott el
azaltal, hogy tanacsara és tamogatasaval ennek a terliletnek a miveléséhez
szikséges ismereteket és gyakorlatot az egyik legkivalobb kilféldi fehérjekémiai
laboratériumban sajatithattam el. Fehérje-kutatasaim folytatasat itthon s
lehetdvé tette, munkamat mindig figyelemmel kisérte, kritikai észrevételeivel
segitette, igy nagyrészt neki készonhetem mindazt az 6réomot, amit ez a munka
szamomra nyujtott. Bliszke vagyok arra, hogy a nevét viselO dijat, a Straub-
plakettet, 1986-ban nekem itélték.

(((((

Of Oxygen, Fuels, and Living Matter, Part 1
Edited by G. Semenza
©) 1981 John Wiley & Sons Lid

5

From respiration of
muscle to muscle actin

(1934-1943)

. F. B. Straub
Hungarian Academy of Sciences, Budapest,
Hungary

FeErENC BRUNO STRAUS (1947
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Bar eredményeim meg sem kozelitik az 6 eredményeit, mégis azt hiszem:
sikereink a sajat fiatalkorat, tudomanyos sikereinek emlékét idézték fel benne.
Talan ez inditotta arra, hogy dedikalja nekem azt a cikket (lasd abra), mely az 6
tudomanytorténeti jelentéségld munkait ismerteti [2].

Hivatkozasok

[1] Kristof, A. (1984): A boldogsagkeresés technikai. A fordulat. Beszélgetés
Straub F. Brundval. Magyar Nemzet. marcius 4.

[2] Straub, F. B. (1981): From Respiration of Muscle to Muscle Actin (1934-
1943). In: Semenza, G. (ed.): Of Oxygen, Fuels and Living Matter, Part 1.
(Evolving Life Science Series, Volume 1) John Wiley & Sons Ltd., pp. 325-
344.
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STRAUB F. BRUNO KET EVTIZEDE A PUSKIN UTCABAN

Straub F. Brund sziletésének szazadik évforduldjardl kilonbézé moddon és
forumokon emlékeziink meg. A megemlékezések egyik visszatér6 motivuma,
hogy bar jelentds személyiségek sokasdaga szamara sok okbdl Straub volt a
~Prof”, mégis szdmos méltatasbdl kimarad, hogy hol volt az Egyetem. Furcsa
modon a Straubréol megjelent kilénboz6 életrajzi irdsok, nekrolégok egy
jelentOs részében nem szerepel, vagy csak megemlitddik az a tobb mint husz
év, amit ,féallasban” a budapesti orvoskar professzoraként toltétt el. Az SzBK-
ban 1994-ben rendezett nyolcvanadik sziletésnapi innepségén a ,Puskin utca”
sz&Osszetétel, a budapesti medikusok ,vandorlasainak” egyik f6 szintere egyeddl
Hajda Janos eléadasaban hangzott el. A Puskin utcai tanteremben tdbb ezer
orvostanhallgatd hallgatta évtizedekig Straub orvosi kémia el6adasait. Ez az
emlékezd irds Straub F. Brunérél, az egyetemi emberrdl szol.

Magyarorszagon a professzori cim nagy becsben &ll. Szamos jeles kutato,
vagy kozéleti ember blszkélkedik professzori titulussal és szélitjak ,prof”-nak
felsGoktatassal altalaban kodzvetve kapcsolédd okokbdl megvaldsult egyetemi
tanari cime jogan. Straub F. Brun6 azonban nemcsak névjegyén prof, hanem izig
vérig egyetemi ember volt, akinek nagy iv(i professzori palyaja elvalaszthatatlan
a budapesti orvoskartél. Straub ugyan kivald eléadd volt, de mindez kevés lett
volna ahhoz, amit elért.

Elete teljében, 1948-ban hivta meg az akkori PAzmany Péter Tudomanyegyetem
Altaldnos Orvostudomanyi Kara a frissen létrehozandé Orvosi Vegytani Intézet
élére Straub F. Brunot Szegedrdl. Az Orvosi Vegytani Intézet koncepcidja
Budapesten Szent-Gyorgyi Albert fejében fogant. Korabeli dokumentumok
szerint 1945-ben & javasolta létrehozdsat az Altaldnos Orvostudomaényi Kar
Tanacsaban. Ma mar nehezen kitaldlhatd, hogy kit gondolt akkor Szent-Gyorgyi a
leendd intézet igazgatdjanak. Feltehetéen nem Straub F. Brunoét, akire a szegedi
intézetét hagyta, miutan 6 kinevezést nyert a Pazmany Péter Tudomanyegyetem
Altaldnos Orvostudomanyi Kara Biokémiai Intézetének élére. Az események
mindenesetre slr(in kovették egymast és 1948-ra, miutan a kiemelkedd, Pestre
kerllt Szent-Gyorgyi tanitvanyok kozll ,utolsoként” Laki Kalman is elhagyta
az orszagot, a Kar ott allt egy Uj intézetet létrehozd dontéssel, de igazgatd
és oktatok nélkil. Mindenképpen Szent-Gyoérgyiben gondolkoztak és Straubot
- tobb jeldlt kozll - azért valasztottak, mert 6t tekintették a Szent-Gyodrgyi
orokség leghitelesebb képviseldjének.
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Straub emlékeit a Szent-Gyodrgyi intézetben eltoltott palyakezdo diak- és kutatoé-
éveirdl a nyolcvanas évek végén volt médom meghallgatni, amikor a Semmelweis
Ignac emlékeldadast tartotta az Egyetemen és ez volt az el6adasanak témaja.
Szent-Gyorgyi 1931-ben komoly nemzetk6zi kutatéi multtal ugyan, de fiatalon,
egy politikai vezet6i dontéssel kezdte meg szegedi palyafutasat és gyakorlatilag
egyedill érkezve hozott létre a semmibll egy virdgzd, rengeteg tehetséges
embert odavonzd intézetet egy nagyon ,politikai” évtizedben. Nem igazan
tlinik kockazatosnak leirni olyan mondatot, hogy a Nobel-dijas Szent-Gyorgyi
sokban mas volt, elitott kora atlagos professzoratdl. Szent-Gyorgyi masképpen
0ltozott, viselkedett, kommunikalt és mindenekeldtt egy koratdl igencsak eltérd
szellemiségl, osszetételli és értékrend(i intézetet alapitott. Nem kétséges, hogy
milyen intézet-ideal lebeghetett Straub F. Brundé fejében, amikor frissen érkezett
munkatarsai kozott, 34 évesen, ,legdéregebbként”, gyakorlatilag egyedil, egy-két
minimalis egyetemitapasztalattal rendelkez0 oktaté (Biré Endre, Feuer Gyorgy,
Wollemann Maria) kivételével palyakezdOkkel, vagy egyetemi hallgatékkal
nekivagott egy Uj intézet létrehozdsdnak, egy Uj tantargy oktatdsanak. O is
egy nagyon ,politikai” évtizedben tette ezt; a semmibdl viragzd intézetet
hozott létre rengeteg tehetséges ember odavonzasaval. Megtehette 6 is, mert
1948-ban Straub mar nemzetkdzileg jegyzett, beérkezett kutatd volt, az aktin
felfedezdje, fiatal kora ellenére Kossuth-dijas akadémikus, befolydsos kozéleti
ember. A ,fényes szelek” idején sem lehetett igazan mashonnan fénoke. Az alma
mater szegedi intézethez hasonldéan a Straub intézet is sokban klilénb6zott a kor
atlagos intézeteitdl; mas volt a légkore, az értékrendje, szokasai.

Oktatasszervezdéként Straub bevezette a kiscsoportos oktatast.
Tananyagalkotoként 1951-re megirta az orvosi kémia két tankdnyvét, majd
késdbb a magyar orvosegyetemi gradualis képzésben egyébként hivatalosan
nem alkalmazott ,Biokémia” cimd tankdnyvét. Az orvosi kémia tantargy abban
az idében a biokémia egy részét is jelentette, tobbek kdzott a leird biokémiat,
az enzimoldgiat, a fehérje szerkezetet. A tananyagalkotasba, a gyakorlati
tematika fejlesztésébe folyamatosan tobb munkatarsat bevonta. Amellett, hogy
a politikailag determinalt izolaltsag éveiben is a nemzetkozi szintl kutatast
tekintették mércének, az oktatas is egyértelmd prioritas volt az intézetében. A
Lranglétran” torténd elérelépéshez mindkét terlleten teljesiteni kellett és ebben
Straub F. Brund személyes példaval jart élen. Magasan kiemelkedé intellektusahoz
igen el6nyds tulajdonsagok, remek organum, megnyero és tekintélyt parancsolo
fellépés, szuggesztivitas és humorérzék tarsult. A Straub-intézet meritokracian
alapult, de demokratikus meritokracia volt, amennyiben fiatal munkatarsaknak
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is lehetOséget adott az érdemben szélasra. Ha a sors ugy hozta, Straub nem
félt magan is nevetni (,a Professzor Ur utdn én gondolkozom a legkevesebbet
az Intézetben” copyright Mile Imre), aktivan részt vett az ugratasokban,
szigorlan magazddva, ,kovetési” tavolsagot tartva tudott kdzvetlen lenni.
Nagyon komolyan vette az oktatds szervezését, a legjobb el6addkat engedte a
tanterembe, ahol a sajat professzori el6adasait idonként két kezével bemutatott
kisérletekkel szinesitette. Mindez felkészllést igényelt és a hallgatosag ebbdl
is Ugy érezte, hogy fontos; 0 a legfontosabb. A szamonkérés igen komoly és
szigoru volt. Nevéhez kothetd a kezdettdl vitatott, ,felelet-valogatds”, irasbeli
vizsga bevezetése a magyar fels6oktatasban. Mindezt nem a vizsgaztatasra szant
idé és energia ,sporolasa” miatt tette; a dontést szamos konfliktus vallalasa,
sok oktatd bevonadsaval torténd igényes szervez6 munka, a kérdésallomany
folyamatos karbantartasa, az Uj kérdések vitakban torténd, rengeteg idot rabld
kivalasztasa, az egész vizsga korilltekintéen tervezett technikai lebonyolitasa
ovezte; a ,kérdés-pool” igy valdoban az intézet szellemi tulajdonava valt, ahol
egy-egy kérdés intellektualis megalkotasahoz tobb személyes torténet f(izodott.

A szakma kozosség teremté erbként mikodott a Straub-intézetben
munkabeszamoldk és cikkvitak, oktatdsi megbeszélések és mas, pezsgo,
kulturdlis vitak révén. Nagyon kompetitiv, kritikus, produktiv kozélet
teremtédott, rendezvények, sportmérkézések sokasagaval. Osszességében az
orvostanhallgatok nem szerették a kémiat, de szerették ,a Straubot” és tisztelték
az intézetet.

Id6rdlidoreszakmai,személyiokokbdl (Bir6 EndremegalapitottaazELTEBiokémiai
Intézetét, Gardos Gyorgy az Orszagos Vérellatd Intézet membranbioldgiai
laboratériumat stb.), torténelmi sorsforduldk kapcsan (az 1956-ban, vagy
azutdn tavozok kozul taldn Acs Gyoérgy - Fritz Lippmann laboratériuma,
majd Mount Sinai Medical School igazgaté biokémia professzora -, és Ullmann
Agnes - Jacques Monod laboratériuma, Pasteur Intézet igazgatdhelyettese -
futotta be a legnagyobb karriert) az Intézet komoly veszteségeket szenvedett.
De a folyamatosan érkez0, kivald, és esélyt kapva beilleszkedd, fiatal utanpétlas
egyenletesen magas szinvonalat biztositott. 1954-ig hol de jure, hol de facto
Straub F. Brund vezette az Egyetemen a szomszéd Biokémiai Intézetet is, illetve
az MTA Karolina uti Biokémiai Intézetét. Ez folyamatos, a Karolina uttal 1970-ig
eltartd ,atjarast” eredményezett és utdlag lehetetlen (az 1948 és 1956 kodzotti
peridodusrél elérhetdé irdsos dokumentum sincsen az Egyetemen) mindazokat
felsorolni, akik hivatalosan, vagy csak ténylegesen a Puskin utcaban dolgoztak,
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vagy éppen ott voltak MTA statusban. Koranyiné Ellike, a Szent-Gyo6rgyi utan is
itt maradt lelkiismeretes konyvtaros pontosan nyilvantartotta a kdzleményeket,
de a Straub intézet legnagyobb értéke a jelent6s mértékben az Igazgatotdl érkezo
inspiracid, impulzus volt, amely az ott dolgozdkat folyamatosan motivalta, ésamely
dontd szerepet jatszott kutatdi énjik kialakulasaban, fejlédéstikben. Rendkivil
kalénb6z6 karakter(i, gondolkodasu és sok helyitt, sokféle szakmai palyat
befutott emberek kaptak életre sz6l6 Utmutatast, lendlletet, gondolatvilagot,
vagy szakmai értékrendet az intézetben. Tulnyomo tdébbséglik Ugy tekint vissza
a Puskin utcara, mint a fiatalkori boldogsag és formalddas szinterére. Mindennek
kdzéppontjaban Straub F. Brund személyisége allt. Emellett ugyanakkor - szamos
akkori orvosegyetemi intézettdl eltéréen - 6nallé munkacsoportok johettek létre,
,tObb személyes” intézet alakult ki. A munkacsoportok publikaciéinal - szintén
nem kovetve bizonyos ,hagyomanyokat” - a szerz6i lista végén a csoport vezetdje
€s nem az igazgatd szerepelt, sot az igazgatd neve tobbnyire nem is jelent meg
a tarsszerz6k kozott, kivéve természetesen azokat a munkakat, amelyekben
kozvetlentl, vagy kdzvetve részt vett.

A hatvanas években a Mici Macko karaktereit osztottdk ki egymasnak az Intézet
tagjai. Straub Robert Gida lett — az Intézetbe Rdébert Gidaként érkezett és ugy
is tavozott. Straub az SzBK l|étrehozasat tekintette legfontosabb életm(vének;
sokéves, sokrétli és bonyolult er6feszitéseinek eredményeképpen az megéplilt,
de Ot valasztasra kényszeritette. Ennyi évtized elteltével, szamos torténet,
interpretacio és spekulacio ismeretében nehezen rekonstrualhaté (ha egyaltalan),
hogy a mult szazad hatvanas éveinek végén ki mit akart, illetve ki mit akarhatott.
A személyre szabhatd jogalkotas egyik koraban voltak ,egyesek”, akik lehettek
egyszerre egyetemi tanarok és akadémiai intézet igazgatdk és voltak, akik nem.
Tény, hogy Straub F. Brund tapasztalatai teljében 1970-ben 56 évesen kdszont le
egyetemi katedrajardl. Tény az is, hogy Straub jelentOs befolyassal, hatalommal,
kapcsolatrendszerrel és kozéleti jartassaggal, lGgyességgel rendelkezett, de
az Egyetemen mégsem az altala feltételezhetéen kivant modon zajlottak az
események sem az utddlasa, sem a parhuzamos intézet vezetdi kinevezésének
vonatkozasaban. Az is tény, hogy kapcsolata 1970-ben gyakorlatilag megszakadt
az altala alapitott Orvosi Vegytani Intézettel.

Az Intézet tagjainak jelentds része 1970-ben vagy a kovetkezd években
tavozott. Dénes Géza, Venetianer Pal, Patthy Laszl6, Duda Erno, Nagy
Judit, Udvardy Andor, Zabos Péter az SzBK Biokémiai Intézetének lettek
alapitoi. Kozuluk féigazgatd, igazgatdk, professzorok kerililtek ki Szegeden.
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Csanyi Vilmos az ELTE Etoldgiai Intézetét alapitotta meg. Az Intézet kiilénb6z0
iranyokba kirajzott, mas, egykori tagjai kozll tébben a késdbbiekben vezetd
beosztast toltottek be Magyarorszagon és kilféldén. A Straub F. Brund egykori
intézetében nevelkedett kutatok koézll a Puskin utcaban tovabb dolgoz6 Farago
Anna, Staub Maria, Toth Miklés lett ,,nagydoktor”, egyetemi tanar és alapitott
intézeti laboratériumot. Faragd Anna sok éven keresztil volt igazgatdhelyettes.
Részben hasonld palyafutast mondhat magaénak a szintén tudomanyok doktora
Machovich Raymund professzor is, aki par év utan a szomszéd intézetbe
tért vissza és alapitott munkacsoportot. Az Intézetben maradt ,kdzvetlen
Straub tanitvanyok” kozil kiemelendd még Garzé Tamas, aki az Egyetem
legsikeresebb fejlesztésének bizonyult németnyelvli oktatds bevezetésében
jatszott meghatarozé szerepet.

Azok kozidl a Straub tanitvanyok kozil, akik az Intézetben folytattak egyetemi
palyafutasukat T. Szaboé Maria emlékezett a hajdani idokre a Semmelweis
Egyetem Orvosi Vegytani Molekularis és Patobiokémiai Intézete januari Straub
F. Brund emlékére tartott rendezvényén. Banhegyi Gabor igazgaté bemutatta
a centenariumra rendelt Straub F. Brunot abrazolé festményt, Venetianer Pal a
korszakalkotd tuddsi életutat, e sorok iréja egyetemi palyafutasat foglalta dssze.
A Straub intézetben, a hatvanas években ,zsenihizlalda” m(kddott, amelyben
kozépiskolasok ismerkedtek a molekularis bioldgia leglujabb fejleményeivel.
Egykori kozépiskolasai kdzll a , kozvetett, attételes” tanitvanyok kozé sorolhatd
Sasvari Maria emlékezett arra a légkorre, amit az akkori Intézet akkori fiatal
kutatoi, Csanyi, Machovich, Mile, Venetianer és masok arasztottak maguk kordl
és késztettek sokakat (koztlk jelen MTA tagokat, akik ugyan soha nem dolgoztak
az Intézetben) arra, hogy a kutatodi palyat valasszak. Fiatal kutatdk el6adasai
bizonyitottak azt is, hogy az egykori ,témak” nem halnak el, csak atalakulnak.

Ez az irds megemlékezés a Semmelweis Egyetem jelentds személyiségérol.
Szamos nevet tartalmaz és még toébb nevet nem, részint mert m(ifaji korlatok miatt
nem tartalmazhat, részint mivel a korrekt irasbeli forrasok hianyoznak, részint
az ,atjarasokbdl” kifolydlag nem lehet utdlag tudni: ki mikor, milyen ,statusban”
volt és hol. Straub F. Brund igazi nagysaga az inspiracid, a szuggesztivitas, a
kilénleges intellektus, a tanitvanyok sokasaga. Nem az, hogy O kit sorolhatott a
tanitvanyai k6zé, hanem az, hogy Ot kik tartjdk mesteriknek.

Mandl Jézsef egyetemi tanar
Semmelweis Egyetem
Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és Patobiokémiai Intézet
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I NAGY ELODEINK Elhunyt Bajusz Séndor

BAJUSZ SANDOR
(1931 - 2013)

Karacsony el6tt néhany nappal hunyt el Bajusz Sandor,
a XX. szazadi magyar peptidkémiai kutatas meghatarozo
személyisége. Ha eltekintiink Bruckner Gy0z6 akadémikus
korabban meginditott vizsgalataitdl az anthrax-poliglutaminsav
szerkezetfelderitése és szintézise terlletén, Bajusz Sandor volt
az Uttérdje a bioldgiailag hatasos, élettanilag jelentds peptidek
kémiai szintézisének Magyarorszagon. Kezd6 vegyészként
olyan témaba vagott bele, amely késdbb egész palyafutasat
betdltotte, s élete utolsd pillanatadig elkisérte. S ahogy az egy kutatépalyan lenni
szokott, az 0 élete is bovelkedett sikerekben és csalddasokban.

Bajusz Sandor 1931-ben sziiletett Magyardvaron. Kozépiskolai tanulmanyait
a jezsuitdk pécsi Pius kollégiumaban végezte, s ugyanitt, az 1948-ban
atkeresztelt Janus Pannonius gimnaziumban érettségizett 1950-ben. Az
ELTE Természettudomanyi Karara jelentkezett vegyészhallgatonak, de mivel
szarmazasa miatt (édesapja mérndk volt) oda nem vették fel, Szegeden tanult
és kémia-fizika szakos tanarként végzett 1954-ben. Egy évi tanitas utan
Gerecs Arpad professzor hivasara tudomanyos segédmunkatarsként kerilt a
Gyogyszeripari Kutatd Intézetbe.

Az intézetben Bodanszky Miklds vezetésével akkortajt fejez6dott be az oxitocin
hipofizishormon reproduktiv kémiai szintézise, egyben Bajusz Sandor elsd
talalkozasa a szintetikus peptidkémiaval. Mivel Bodanszky 1957-ben emigralt, a
hormon lGzemesithetd szintézisének befejezése, a Richter Gedeon Gydgyszergyar
(akkor KObanyai Gydgyszergyar) Kisfaludy Lajos altal iranyitott kutatdinak
kozremU(kddésével Bajusz Sandor feladata lett. A szintetikus oxitocin azoéta is a
gyar egyik fontos, s annyi év utan még ma is forgalomban levd terméke.

Az oxitocin szintézise utdan mar harom sikeres magyar peptidkutatdé csoportrol
beszélhetlink Magyarorszagon. A harom ,fondk” (Bruckner Gy6zd, ELTE, Pillich
Lajos, Richter és Vargha Laszld, Gydgyszerkutatd) iranyitdsa mellett dolgozé
kutatocsoportok (Bajusz Sandor, Kisfaludy Lajos, Medzihradszky Kalman) nagy
faba vagtak fejszéjiket, 1959-ben célul tlzték ki a human adrenokortikotrop
hormon (ACTH) teljes kémiai szintézisét. A témavalasztast a kutatdk
ambicidja mellett most az is indokolta, hogy a Richter Gyar forgalomban levo
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organoterapias készitményeinek (oxitocin—-glanduitrin és ACTH) a szervekbdl
valo izoldlast elkerllhetetlenll kisérd bioldgiai szennyezddéseit el lehessen
kerllni. Raadasul az emberi ACTH még szekvenciajaban sem teljesen azonos
az allati eredetd hormonnal. Els6ként az 1-28 aminosavakat tartalmazo peptid,
majd az irodalomban felbukkant szerkezeti korrekcid nyoman maodositott,
teljes 1-39 szekvencianak megfelel6 human hormon készilt el. Bajusz Sandor
és munkatarsai a sikeres szintézisért 1970-ben Allami Dijban részesiiltek. Mas
kérdés, hogy a Richter Gyar a varhatd koltségektdl visszariadva a szintetikus
hormon Gzemi eldallitasara nem vallalkozott.

1975 decemberében nagy felfedezés hire razta meg a peptides vilagot:
agyhomogenatbdl izoldltak két morfinhatasi pentapeptidet, melyeket
enkefalinoknak neveztek el. A felfedezés jelent6sége abban allt, hogy egy
endogén vegylletrdl feltételezhetd volt, hogy nem rendelkezik a morfin
karos mellékhatasaival. Bajusz Sandor kutatécsoportja szintetizalt is egy
a morfinhatds megnovekedését is sikerilt elérniiik. A varakozassal szemben
azonban e vegyilet sem volt mentes a mellékhatasoktdl, igy gyogyszerré nem
volt fejleszthetd.

Az eurdpai peptidkémikusok 1958 6ta évente rendeznek peptidszimpdziumot, az
amerikai szimpodziumok létrehozasa utan ez fokozatosan kétéves periédusokra
korlatozédott. Bajusz Sandor mindkét sorozatnak kihagyhatatlan latogatdja volt,
s az utazasi konnyitések kdvetkeztében egyre népesebb magyar résztvevok kozul
kitlint azzal, hogy ezeket elejétdl-végéig derekasan végiglilte és vitatkozta. Ezek
soran szamtalan otlettel lett gazdagabb, s amit lehetett, hasznositott is. Egy
ilyen téma volt a forrdsa egy véralvadasgatlé trombin-inhibitor, egy tripeptid-
aldehid szintézise otletének is. A Gydgyszerkutatd Intézetben dolgozd Bagdy
Daniel hematoldgussal egylittm(ikddve sokszoros modositas utan talaltak meg
azt a hatékony vegylletet, melynek gydgyszerré fejlesztését az Eli Lilly cég
végezte el. A csaldodasok kozé sorolhatd az a dontés, melyet harom éves klinikai
kiprobalas utan egy Ujonnan kinevezett (gyvezetd igazgatd hozott, aki szerint
a termék nem hozza azt a hasznot, amelyet a gyar elvart, ezért a technikai
kisérleteket ledllitotta, az Efegatran elnevezésl sikeres vegyliletbdl igy nem lett
gyogyszer. Erkdlcsi elismerést a két vezetd kutatdé a magyar allamtol kapott az
1992. évben odaitélt Széchenyi-dij formajaban.
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Bajusz Sandor toretlen, hosszU peptides életpalyajanak csucspontja az LH-
RH (luteinizing hormone-releasing hormone) antagonistajanak, a Cetrorelix
nevl gyodgyszernek szintézise volt. 1985-ben utazott New Orleansba, a Nobel-
dijas Schally professzor laboratériumaba, s harom esztendén &t dolgozott
e bonyolult szerkezetl peptid (a Cetrorelix egy 6t D-aminosavat tartalmazd,
acetilezett dekapeptid-amid) optimalis szekvencidajanak megtervezésén és
felépitésén, felhasznalva mindazokat a tapasztalatokat, melyeket korabban e
vegylletcsoport kutatasa soran szerzett. Visszaemlékezései hallgatéiban egy
kalandregény olvasasanak izgalmait keltik. Schally professzorral benyujtott
amerikai szabadalmat 1993-ban fogadtak el, a Cetrorelix azéta mar kereskedelmi
forgalomba is kerilt. Atudomanyos siker végre anyagi gondtalansagot is jelentett
Bajusz Sandor nyugdijas éveire.

A nyugallomanyba vonulé Bajusz Sandor szamara a Gyogyszerkutatd Intézet
tulajdonos valtasa és lassu felszamoldsa kovetkeztében a munkalehet6ségek
megszlintek, de megmaradt az évtizedek soran felgyillemlett szellemi kincs
és az a lehet6ség, hogy atadhassa tapasztalatait a fiatalabb generacioknak.
Cimzetes egyetemi tanar lett a Szegedi Egyetem Orvosi Vegytani Intézetében, s
onkéntes tanacsaddja tobb intézmény, igy az ELTE-n m{kodd MTA Peptidkémiai
Kutatocsoport fiataljainak.

Tarsadalmi funkcidkat csak a sz(ik szakteriletén vallalt. Eveken &t volt elntke az
Akadémia Peptidkémiai Munkabizottsaganak, nyolc éven at nemzeti képviseldje
az Eurdpai Peptidkémikusok Tarsasaganak, majd négy éven at a Tarsasag
tudomanyos bizottsaganak is. E munkaja soran, évtizedes sikeres peptidkutatoi
tevékenységénekelismeréséiil 2002-ben nyerteellegmegbecsliltebb kitlintetését,
a Rudinger Memorial Award-ot a sorrentoi konferencian.

Szomoru szivvel emlékezik meg most jo baratjardl az ACTH triumviratus
megmaradt utolsé tagja.

Medzihradszky Kalman
MTA rendes tagja
professzor emeritus
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport
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KUCSMAN ARPAD

(1927 - 2012)

A Biokémia olvaséi szamdara Kucsman Arpad neve,
figyelemremélté munkassaga valdszinlleg nem annyira
ismert, hiszen 6 izig-vérig kémikus volt. A megemlékezés
aktualitdasat egy 2013. oktéberi esemény adja, amikor
haldldanak egy éves évforduldjan kollégai, tiszteldi,
tanitvanyai emléktablat avattak a haz falan, ahol élete
jelent6s részét toltotte.

Megtisztel6 feladatnak tekintem, hogy e lapban
visszaemlékezhetem Kucsman professzorra, a
tanarra, a tuddsra, de mindenekeldtt kollégamra és
baratomra, akivel kozel 6t évtizedet toltottem el az ELTE
Természettudomanyi Kar Szerves Kémiai Tanszékén.

Kucsman Arpad életérdl, munk&ssagardl haldla utdn részletes nekrolégban
emlékeztek meg munkatdrsai, én csak néhany adatra szeretnék utalni, ami
ugy érzem, jelentds befolydssal birt személyiségének kialakulasara. A Fasori
Evangélikus Gimnazium, ahol gimnaziumi tanulmanyait végezte, az EOGtvos
Kollégium, amelynek egyetemi tanulmanyai alatt tagja volt, komoly hatdssal volt
a tudomanyok, irodalom és miivészetek irant érdeklodé fiatalemberre. Ezeknek
a hatasoknak kdszonhette széleskorli mUiveltségét, fogékonysagat.

1949-ben kezdte palyafutasat a Szerves Kémiai Tanszéken, ahol az akkori
tudomanypolitikanak kodszonhetéen tobb fiatal részére is lehetdség adddott
oktatéi allas betdltésére. Kutatd munkdja mellett hamarosan igen nagy
feladatra vallalkozott, Bruckner professzor felkérte 6t megirandd nagyszabasu
tankonyvének adatgyl(ijto és szerkeszt6i munkajanak ellatdsara. A konyv irasa
soran vetddott fel egy merdben Uj problémakor, a szerves szulfoxidok és az
azokkal rokon kénorganikus vegyuletek szerkezetének és sztereokémiajanak
kutatasa. Ezzel kezdetét vette a Tanszéken a Kucsman Arpad nevével fémjelzett,
nemzetkozi elismerést is kivaltd, kénorganikus kémiai kutatas. 1970-ben,
Bruckner professzor nyugallomanyba vonuldsa utan atvette a szerves kémia
fokollégium megtartdsat, bar eléadasok tartasa korabban is feladatkérébe
tartozott, ez mégis kihivast jelentett szamara, hiszen Bruckner professzor
el6adasai kézismerten igen magas szinvonallak voltak. Bar tiszteletben tartotta
elédje el6adoi stilusat, mégis egyéni szint vitt az el6adasaiba, kévetve a kor
legmodernebb irdnyzatait. Akarcsak Bruckner Gy6z6, ugy Kucsman Arpad
hallgatdi is szerencsésnek mondhattak magukat; a szerves kémiat szépségében,
osszefiiggéseiben, logikus felépitésben ismerhették meg.

1970-ben tanszékvezetdi megbizast kapott, igyekezett megébrizni a Szerves
Kémia Tanszéken addig kialakult kollegidlis |égkort, a vezeto feladatot ugy ellatni,
hogy az ne hatalomgyakorlasnak tlinjon. Az idosebbeket bevonta a feladatok

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 1. szam 2014. marcius

65



I NAGY ELODEINK Kucsman Arpad emléktébla avatds

megoldasaba, a fiatalokat minden téren segitette, hogy szakmai fejlédéslik
sikeres legyen.

Egész életét atszOtte aziras szeretete, a Szerves Kémiai Tanszék 70 éves torténetét
feldolgozd kdnyve még azok szamara is tartalmaz meglep6 fordulatokat, akik ezt
nagyjabdl vele egyltt élték at. Szivesen buvarkodott régi adatok feltarasaban,
az irodalmazas szamara szorakoztato idotoltés volt.

Réla valé megemlékezésemben nagyon fontosnak tartom emberi tulajdonsagai
méltatasatis. Kivaldo humorral rendelkezett, s ez sok kényes helyzet megoldasaban
is segitette, s6t sajat idGskori gyengeségeit is ironikus hangvételli irdsaban
orokitette meg. Ez a tulajdonsaga kllondsen a kozds tanszéki kirandulasok
vagy rendezvények hangulatat emelte. Ezeken a kiranduldsokon még Bruckner
professzor is részt vett, hiszek az ilyen események emberi dsszekovacsold
erejében.

Kiemelked6 tulajdonsagaként emlitem meg zeneszeretetét, biszke volt Vivaldi
gyljteményére, de ugyancsak emlithetném irodalmi tajékozottsagat is. Sajat
csaladot potolt kiterjedt barati kore és szllei irant érzett ragaszkodasa.

Egyéniségének hatdsa jol mérhetd volt az emléktabla avatasra 0Osszegydlt
baratok, tanitvanyok, ismer6sok népes seregében. Bar az id0 meglehetdsen
zord volt azon a napon, ez sem tartott tavol senkit, aki Kucsman Arpad barati,
tanitvanyi kéréhez tartozott.

Kortarsai, baratai, tanitvanyai szamara emléke nem halvanyul, remélem ez a
visszaemlékezés masok szamara is kdzelebb hozza a mult szazad jeles magyar
kémikusainak egyikét, Kucsman Arpadot.

Medzihradszkyné Schweiger Hedvig
ny.tudomanyos fomunkatars
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 1. szam 2014. marcius

66



I KONFERENCIA HIREK FEBS-EMBO jubileumi konferencia, Parizs, 2014

FEBS-EMBO JUBILEUMI KONFERENCIA
PARIZS, 2014

The Federation of European Biochemical Societies (FEBS), EMBO - Excellence
in life sciences, and the French Society for Biochemistry and Molecular Biology
(SFBBM) will hold a joint conference for the life sciences in 2014.

The FEBS EMBO 2014 Conference will take place from Saturday 30 August
to Thursday 4 September 2014 at the Palais des Congrés in Paris, France.

2014 marks the 50t anniversary of FEBS and EMBO, and the centennial of
the SFBBM.

This year’s meeting replaces the normally separate annual conferences of FEBS
and EMBO, and combining our communities, we expect to bring together a wide
range of researchers.

Angela Nieto, Susan M. Gasser, Eric Westhof and Michael Reth have agreed to act
as the programme committee. They have put together a scientific programme
covering the breadth of the life sciences. In addition, there will be sessions on
science policy, publishing and careers and education, as well as activities tailored
specifically for scientists in the early stages of their careers. Further information
and registration is at http://www.febs-embo2014.org/.

We are all looking forward to welcoming you in Paris!

Frédéric Dardel Maria Leptin Israel Pecht
President, SFBBM Director, EMBO Secretary General, FEBS
frederic.dardel@parisdescartes.fr maria.leptin@embo.org israel.pecht@weizmann.ac.il
FEBS
uBAwEMBO
Paris 2014 hosted by SFBBM

30 August -4 September

An anniversary conference
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A MAGYAR BIOKEMIAI EGYESULET 2014. EVI VANDORGYULESE
DEBRECEN, 2014. AUGUSZTUS 24-27.

Tisztelt Kolléga!

Orémmel értesitjilk, hogy a Magyar Biokémiai Egyesiilet Debrecenben rendezi
meg 2014. évi Vandorgyllését. A program kettd vagy tobb szekcidoban zajlik
majd, angol nyelven. Tervezziik nemzetkdzi hirl kilféldi eléaddk meghivasat
plenaris el6adasok tartasara.

Tervezett témak:

Biochemical pharmacology

Biochemical education

Biocrystallography and structural biology
Cell death and differentiation

Genome structure, function and maintenance
Genomics and epigenetics

Membrane biochemistry

Pathobiochemistry

Proteomics

Signaling and post-translational modifications
Steam cells

Systems biology

Poster sessions

A konferencia f6szervezbje T6zsér Jozsef, e-mail cim: tozser@med.unideb.hu
A Vandorgyllés felhivasa és minden tovabbi informacid az Egyesllet honlapjan
lesz megtalalhatd (http://www.mbkegy.hu), illetve elektronikus levélben

értesitjik az MBKE tagjait.

Kérjik, hogy az érdekl6dd kollégak figyelmét sziveskedjen felhivnia konferenciara.

Szivélyes Gdvozlettel,

Fésls Laszlo Vértessy Beata T6zsér Jozsef
az MBKE elndke az MBKE f6titkara Debreceni Egyetem OEC
Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet
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I FELHIVASOK Straub Orékség Alapitvény

“Straub Orikség™
Alapitviny a Bioldgia Killinbbzd Teriiletein Végzeit
Kutatdsok Timogatdsdra

Magyar Tudomdnyos Akadémia

Szegedi Biologiai Kizpont

6726 Szeged, Temesviri kit. 62., 6701 Szeged, Pf. 521.
Telefon: 62-599654, 432048, Fax: 62-433506

Tisztelt Kollégank!

Eziton kérjilk, hogy ebben az évben is tdmogassa a "Straub Orikség”
Alapitvany munkajat azzal, hogy a személyi jovedelemaddjanak 1%-dt

felajanlja az Alapitvany javara.

Mint kéztudott, az Alapitvany célja a tudomanyos utanpotlis nevelése - az
SZTE oktatoival kardltve -, a fiatal tehetségek felkutatasa (“Kozépiskolas
Elettudomanyi Kutatétabor"), a fiatal (35 év alatti) magyar anyanyelvii lipid
és/vagy membrinkutatok kimagaslé teljesitményének elismerése (Farkas

Plakett), valamint a PhD Journal Club Eldadoi Versenyének dijazasa.

A kedvezményezett adészama: 18459416-2-06

Segitségét koszonjlik!

( F LA _STRAUD ORDKSEG |, . :
ANAANN / ALAPITVANY | s
A VA ALAPITVARY 'Lu—rh,
Vigh Laszl6 s.k. Temesvari kit 62__1 Karcagi Ildiko s.k.
a “Straub Orokség™ Alapitvény elndke kuratoriumi titkar

2014. februar
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I FELHIVASOK Bio-Science Kft. palyazat

PALYAZATI FELHIVAS

A Magyar Biokémiai Egyesilettel egylttmikodve
a BIO-SCIENCE Kft. palyazatot hirdet
2013-2014-ben, nemzetkozi folydiratban megjelent!, molekularis bioldgiai
témaju kdzlemény szerzbje/szerzoi részére.

Palyazatot nyujthatnak be az MBKE tagjai és tagjeldltjei2. A 35 év alatti
palyazdk az elbirdlas soran eldonyben részesililnek. A palyazatokat a Magyar
Biokémiai Egyeslilet elismert szakemberekbdl allé bizottsaga biralja el.

A palyazat dija brutto
500.000.-Ft

Az 0sszeg felhasznalhatd a BIO-SCIENCE Kft. altal forgalmazott termékekre
és az MBKE 2014. évi Vandorgyl(lésén (Annual Meeting of the Hungarian
Biochemical Society, Debrecen, 2014. augusztus 24-27.) valé részvétel
koltségeinek (regisztracid+szallaskoltség) fedezésére.

A nyertes palyazo eredményeit szdbeli eldadasban ismerteti
az MBKE 2014. évi Vandorgy(ilésén.

El6nyben részesililnek azok a munkak, amelyek dontéen hazai tudomanyos
muhelyekben késziltek.

A palyazatokat (a folydiratban megjelent cikk pdf file-jat)
a Magyar Biokémiai Egyesilet Titkdrsagara kérjik beklldeni, az
mbke@med.unideb.hu e-mail cimre.

Bekiildési hatarido:
2014. marcius 31.

Az eredményrol a palyazékat 2014. aprilis 30-ig értesitjlik.

lon-line megjelenés is elfogadhatd
?Az MBKE tagjeléltje az a személy, aki a belépési nyilatkozatot kitéltve eljuttatta az MBKE-nek
és befizette a tagdijat.
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I SZERKESZTOI ROVAT Uj szerkesztébizottsdgi tagok bemutatkozésa

VALTOZASOK A SZERKESZTOBIZOTTSAGBAN

Keser(i Gyorgy és Varadi Andras egyéb elfoglaltsdga miatt lemondott a Biokémia
Ujsag szerkesztObizottsagi tagsagarol. Az MBKE vezetdsége megkdszoni tobb
éves munkajukat. Az alabb bemutatkozo Uj tagokat koszonti és jé munkat kivan.

Geiszt Miklds, szerkesztobizottsagi tag

1993-ban végeztem a Semmelweis Egyetemen altalanos orvosként. Az
egyetem alatt tudomanyos diakkérésként bekapcsolédtam az Elettani
Intézetben folyé oktato- és kutatomunkaba. Ph.D. fokozatot 1998-
ban szereztem. 1999 és 2002 kézétt a National Institute of Health-
ben (NIH) dolgoztam, Dr Thomas Leto laboratériumaban. Kilféldi
tanulmanyutam sordn a fagocita NADPH oxidaz korabban ismeretlen
homoldgjat és oxidazt szabalyozd fehérjéket azonositotam. Kuilféldi
tanulmanyutam utan az Elettani Intézetbe tértem vissza, ahol az
amerikai Cystic Fibrosis Foundation és az angliai Wellcome Trust
kutatasi tamogatasainak segitségével labort alapitottom. Jelenleg
egyetemi docensként dolgozok az intézetben, ahol rendszeresen tartok
elbadasokat és konzultacidkat. F6 kutatasi teriletem a NADPH oxidaz
és peroxidaz enzimek mikédésének vizsgadlata. Iranyitdsom mellett
eddig négy munkatarsam szerzett Ph.D. fokozatot. 2008-ban alelnéke
voltam a NADPH oxiddzokkal foglalkozé Gordon konferencianak, 2010-ben pedig elnékként
szerveztem Gordon konferenciat Svajcban. Legfontosabb dijaim az MTA Talentum dij, a Richter
Gedeon kutatdi dij, Magyar Fels6oktatasért Emlékplakett és a Kivaléo Tudomanyos Diakkéri

Nevel6 dij. 2011-ben elnyertem az MTA Lendlilet kutatasi palyazatat.

Maksay Gabor, szerkesztobizottsagi tag

B Az ELTE TTK vegyész szakan végeztem 1973-ban. A diakkér folydirata,
a Vegy-ész alapitd szerkesztbje voltam. Egyetlen munkahelyem az MTA
korabban Kézponti Kémiai Kutatdintézete, most Természettudomanyi
Kutatdékézpontja. Tudomanyos tanacsadé vagyok, 1993 ota a bioldgiai
tudoméany doktora. Visiting associate professor voltam a University of
Texas Health Science Center-ben (San Antonio, 1982-1984). Tébbszori,
tébbhdénapos, elektrofizioldgiai és gydgyszerbiokémiai tanulmanyutakat
téltéttem az MSD Neuroscience Research Centre-ben (Harlow, UK) és
a Max-Planck-Institute for Brain Research Neurokémiai Osztalyan (Frankfurt/M). Titkara voltam
az MTA Bioorganikus Kémiai Munkabizottsaganak (1986-2005) és a KKKI ez iranyu tudomanyos
testiiletének. A Current Molecular Pharmacology szerkesztébizottsaganak tagja vagyok 2008
Ota. Kutatasi teriileteim: a KKKI Bioorganikus Kémiai Osztdlyan prodrogok, farmakokinetika
és sztereokémia; majd a Molekularis Farmakoldgiai Osztaly vezetljeként is: receptorkotddés,
termodinamika, allosztéria, szamitégépes receptormodellezés az ionotrép, elsésorban GABA, és
glicin receptorok kérében. Tudomanynépszerlsité kézleményeket irok és el6adasokat tartok.
Kedvenceim a tenisz, vitorlazas és filmklubok.
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I SZERKESZTOI ROVAT Férum djrainditasa

FELHIVAS

A Biokémia folydirat szerkeszt6bizottsdga ismét felhivja olvasdink figyelmét az
interaktiv FOrumra, amely az Egyestilet honlapjan talalhatd. Varjuk vitatémak
inditasat, valamint kulonféle informacidkat, hireket is, amelyek tagtarsaink
érdekl6désére szamithatnak.

Az irdsokat Maksay Gabor SzB-tag cimére (maksay.gabor@ttk.mta.hu) kérjik
elkildeni.

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 1. szam 2014. marcius

72


mailto:maksay.gabor%40ttk.mta.hu?subject=

I TUDOMANY ES MUVESZET Nyitrai Miklés: Mesés tdjak, emberek — Afrika

MESES TAJAK, EMBEREK - AFRIKA

Fizikus vagyok. Illetve ma mar biofizikus. Szeretem csindlni. Aztan par éve
elkezdtem fotdzni, és ez lassan a szenvedélyemmé valt. Ma mar hianyzik, ha
kimarad. Gondolom, hogy az lehet a dolog mdgott, hogy kutatdként (tanarként)
a munkamnak csak kicsi része abrandos és szarnyald. Bar mondjak, hogy a
tudomany valahol mlvészet is, azért ez csak nagyon szerencsés pillanatokban
van igy. Egy kisérlet negyedik ismétlésénél vagy ugyanazon el6adas hetedik
leadasakor mar ezt szerintem senki nem képes mindig igy érezni. A fotézasban
pedig fel tudok ugy oldédni, hogy sem megfogalmazott célom, sem feladatom
sincs. Vagyis nem kell, hogy legyen. Mert persze, ha akarom, akkor van. Ez
remek. Es még szép is. Egy-egy kodds hajnalon baktatni a Duna partjan akkor is
jo lenne, ha nem fotéznék. Persze gondolom az is kedvemre lenne, ha gyonyord
képeket festenék vagy novelldkat irnék. De azt nem tudok. Fényképezni meg
ugye mindenki tud. Eleinte. Mas képeit is szeretem nézegetni. Az is igaz, hogy a
képeket nagyon ritkan készitem egy koncepcid szerint, azt fot6zom, ami tetszik,
ami latvanyos vagy furcsa. Legszivesebben az embereket. Minden nehézsége
ellenére rabul ejtett a portréfotdzas. A munkam miatt, de Ugy egyébként is sokat
utazom. Ezeken az utakon maszkalok, bamészkodok és keresgélek. Ilyenkor
igazi turista fotds leszek, és fotézom, amit eldttem mar szazezrek lefotdztak.
Ez is része. Az utdbbi idOben eljutottam a fekete Afrikaba is, és beleszerettem.
Kenya, Kongd, most Nigéria. Nem egy diihdng6 és mindent elsOprd szerelem ez,
hanem egy lassan enyelg6, kissé alattomos, slindérgé, idénként feler6sodé és
sokszor veszekedds. Olyan, hogy oda még vissza kellene menni. Muszdj. Pedig
néha farasztdéan-zsibbasztdan afrikai ott minden, és Ugy érzi az ember, hogy csak
a bolond keresi az ilyen helyeket. De mégis. Afrika baja és mosolya mar nem
enged el. Nagy ez a vilag, sok még a latnivald. Itthon is, mashol is. Remélem,
sok kép var még rdm. Es hogy mindez merre tart, hova fejlédik és mivé alakul
majd, nem tudom. De nem is érdekes. ] a sok kotottség mellett a felhOtlen és
felel6sség nélkili kattintgatas. Mert kikapcsol, elvarazsol és gyonyorkodtet.

Nyitrai Miklés 1993-ban diplomazott fizikusként Debrecenben (KLTE
TTK). Ph.D. fokozatot 1997-ben (Pécs, POTE), MTA Doktori Cimet 2007-
ben szerzett. 1993 dota - egy révidebb kilféldi megszakitassal - a PTE AOK
Biofizikai Intézetében dolgozik, 2006 6ta az intézet igazgatdja. Kutatasaiban a
fehérjék kélcsénhatasait tanulmanyozza biofizikai, leginkabb spektroszkdpiai
és mikroszkopiai modszerekkel. Vizsgalatainak homlokterében a sejtek vazat
felépitd fehérjék, azokon beliil is az aktin citoszkeleton komponensei allnak.
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I TUDOMANY ES MUVESZET Nyitrai Miklés: Mesés tdjak, emberek — Afrika

B Tk A R L T W R

A Mt. Elgon tetején. Felmasztunk a kenyai Mt. Elgon (hegy) tetejére. Fantaszti-

kus volt a latvany. Ezen a helyen a 2008-as zavargasok idején szoérny(i dolgok
jatszodtak le a torzsi villongasok keretei kozott. Baratom, Istvan éppen errol
beszélget a képen Christophe-fal, a helyi vezetdnkkel.

Piacon Matadiban. A matadi piac nyilzsgo forgatag volt rengeteg kilonféle ter-
mékkel és eladdval. Voltak olyan aruk, amik nalunk is megszokottak, és voltak
europai szemnek elborzasztok is.

8 Diamond. A kisldany a kinshasa-i arvahaz szom-
¥ szédsagaban lakott, és el6szeretettel kukucskalt at
hozzank a kerités lyukain keresztll (cim a neve.)
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I TUDOMANY ES MUVESZET Nyitrai Miklés: Mesés tdjak, emberek — Afrika

Horgdsz a Baringo tavon. Reggel és este horgasznak apré tutajaikon. Napkdzben
aruljadk a fogast, tobbnyire a t(iz6 napon. Veszélyes a munkajuk. Ottlétlinkkor
volt két hete, hogy egy vizil6 megolte egyikliket.

Sarah. Egy masik lany a kinshasa-i arvahazbol. Kicsit fils, makrancos és tébb-
nyire nagyon vidam volt. Az egyik legkedvesebb és legmegkapdbb talalkozasom
volt Kinshasa-ban.
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I TUDOMANY ES MUVESZET Nyitrai Mikl6s: Mesés tdjak, emberek — Afrika

Eldoreti anyuka gyerekével. Afrika baja.

Jambo, brother! A sraccal egy eldoreti kocsmaban (Who's Pub) taldlkoztunk. Sajat be-
valldsa szerint az unokadccsével egyltt rap énekesek (az uncsitesé C'zar néven fut).

Vidamak, kozvetlenek voltak mind a ketten. (,Jambo” a bevett kdszonés, és persze
mindenki ,brother” arrafelé.)
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