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Lassan jarj, tovabb érsz: a sejtosztodas és
-differenciacié motorjainak mechanikai szabalyozasa

Slowly but steadily: mechanoregulation of motors of cell division

and differentiation

Kovdcs Mihily

Eotvés Lordnd Tudoményegyetem, Biokémiai
Tanszék, 1117 Budapest, Pazmany Péter sétany 1/C,
E-mail: kovacsm®@elte.hu, web: http://www.mk-lab.org

Osszefoglalas

A minden allati sejtben jelen 1évé nem izom miozin-2
(NM2) motorok a sejtosztodas, -mozgas és -diffe-
rencidcié folyamataiban jatszanak nélkiilozhetetlen
szerepet. Felderitettiik, hogy e motorok hosszu tavi
sejtbeli erdkifejtésre és erGtartasra specializdlodtak,
amely miikodés a vazizommiozinokétdl drasztiku-
san eltérd biokémiai és mechanikai sajatsagok ko-
vetkezménye. Az NM2 enzimmiikodésének és moz-
gatoképességének (motilitasanak) analizisével azt is
megmutattuk, hogy a human NM2 izoformak — sejt-
beli funkciéiknak megfeleléen — eltér§ motilitasi
tipusokat tesznek lehetévé: az NM2A inkabb aktiv
kontrakciéra, mig az NM2B inkabb energiahatékony
erGtartasra képes. Kiemelkedd élettani jelentSségén
tal az NM2 ideélis kisérleti objektum egy tj atto-
résekkel kecsegteté tudoményteriilet, a mechano-
biokémia szdmara is, amely tobbek kozott a kiilsd
er6k enzimmiikodésre gyakorolt hatasait vizsgalja.

Kowidcs, M.

Department of Biochemistry, E6tvos Lorand
University, H-1117 Budapest, Pazmany Péter
sétany 1/C, E-mail: kovacsm@elte.hu

Summary

Non-muscle myosin-2 (NM2) isoforms are ubiqui-
tously expressed in animal tissues and play essen-
tial roles in cell division, migration and differenti-
ation. We have shown that NM2 exhibits function-
al adaptations to prolonged force generation and
maintenance. Accordingly, the biochemical and
mechanical properties of NM2 drastically differ
from those of skeletal muscle myosins. By analyz-
ing their enzyme kinetic and motile properties, we
have shown that, according to their physiological
roles, human NM?2 isoforms can perform different
types of motility: NM2A is more suited for active
contraction, whereas NM2B is suited for sustained
tension maintenance. Beyond its prominent physi-
ological roles, NM2’s biochemical properties make
it an excellent system for studies in mechano-
biochemistry, a promising field investigating the
effect of mechanical forces on enzyme function.

A miozinok funkciondlis diverzitasa

Az aktomiozin-mozgatérendszer a sejtvaz fontos
elemeként valamennyi eukariéta sejtben jelen van.
A miozinmotorok aktinfilamentumokon torténd
mozgdasa a hajtéereje a kiilonb6z6 izmok 6sszehtizé-
dasan kiviil példaul a sejtosztédas sordn a lednysej-
tek szétvalasanak, az exo- és endocitézisnak, a sejt-
szervecskék transzportjanak és az amdboid sejtmoz-
gasnak. Ehhez az aktiv mozgashoz a miozin az ade-
nozin-trifoszfat (ATP) hidrolizisébsl szarmazdé
szabad energiat hasznositja. J6llehet a miozin ATPaz
miikodésének és erégenerdlasanak szamos lényegi
mozzanata — Szent-Gyorgyi Albert és kutatécsoport-
ja alapvetd felfedezéseire épitve — a mult szazad
végére leirdsra keriilt, az erSgenerald lépésnek a
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kemomechanikai ciklusban elfoglalt helyével és az
aktomiozin-kolcsonhatdssal kapcsolatban szamos
kérdGjel maradt. Emellett az utobbi két évtizedben
nagyszamu, szerkezeti és funkciondlis sokféleséget
mutaté miozinosztdly és -izoforma létére deriilt
fény. Ezek az ismeretek két szempontbdl is alapve-
téen befolyasoljak a tudoménytertilet tovabbi irdny-
vonalait: 1) Az Gj miozinok koziil szamos izoforma
rendelkezik (vagy rendelkezhet) olyan biokémiai és
szerkezeti sajatsagokkal, amelyek lehet6vé teszik a
kemomechanikai energiaatalakitds maig ismeretlen,
az izommiozinokon nehezen vizsgalhat6é aspektu-
sainak felderitését; 2) Az Gj miozinok az eddig leirt
motilitdsi mechanizmusoktdl jelent&sen eltéré mo-
don fejthetik ki aktivitasukat, és ezeknek az eddig is-
meretlen motilitasi tipusoknak — a miozinok széles
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kord biolégiai funkciéi révén — fontos élettani, or-
vosbiolégiai és biotechnoldgiai szerepe lehet.

A diverzitas mint a bioldgia egyik alapvetd aspektusa,
a motorenzimek miikodési sajatsagainak sokféle-
ségében is megmutatkozik [1]. A vazizom miozin-2
fehérjének, amely a — tobb szaz molekulabdl felépiil§
— vastag filamentum részeként fejti ki miikodését, és
gyors izom-0sszehtizodast produkdl, alapvetSen mas
mechanikai teljesitményre és ehhez szorosan kapcsolt
enzimkinetikai mechanizmusra van sziiksége, mint
példaul a miozin-5 alaknak, amely egyedi moleku-
laként lépeget az aktinszalon, és vezikulumok transz-
portjat végzi. Ezt a funkcionalis diverzitast eltér§ en-
zimmechanizmusok teszik lehet6vé, amelyek koziil
szamosat részletesen jellemeztiink [2-7].

Az NM2 motorok hosszi tiavd, alacsony
energiaigény erdkifejtésre szakosodtak

Az NM2 az izommiozin-2 fehérjéhez hasonléan
kétfejd, filamentumokat képez6 miozin. Az izom
vastag filamentumaival ellentétben azonban az
NM?2 mindéssze kb. 30 molekuldbdl allé minifila-
mentumokat képez (1. dbra), amelyek valamennyi
allati sejttipusban jelen vannak, és kdzponti szere-
pet jatszanak a citokinézisben, az amd&boid sejtvan-
dorldsban, valamint a sejtek és szovetek alakjanak
fenntartdsaban [8]. A legtdbb alacsonyabb rendi
szervezet egyetlen NM2-izoformdval rendelkezik,
mig eml§sdkben harom kiilénb6z6 NM2 (A, B és C)
izoenzim taldlhat6, amelyek a simaizom-miozinnal
mutatnak evolticiés rokonsagot (2. dbra).

Elettani szerepiikbdl adédéan az NM2-izoformék-
nak a gyors kontrakci6 helyett lassabb sejtbeli moz-
gasok végrehajtasara specializalédott mechanoenzi-
matikus miikodési paraméterekkel kell rendelkez-
nitik. Részletes allandésult dllapotii és tranziens en-
zimkinetikai méréssorozatokban, valamint fénymik-
roszképos aktinmozgatési kisérletekben megvizsgal-
tuk e miozinok enzimkinetikai sajatsagait és moz-
gatoképességét (motilitasat). Azt taldltuk, hogy a két

1. abra Az NM2-minifilamentum szerkezete [26].
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2. abra Humidn miozin-2-izoformdk torzsfdja [25].

kordbban ismert human NM2-izoforma (NM2A és
NM2B) mind a vazizom-, mind a simaizom-miozi-
noknal sokkal lassabban miikédé motor (3. dbra)
[3/4]. A terhelési arany (duty ratio) kifejezi, hogy az
allandosult allapotii miikodés sordn a miozinfej az
enzimatikus ciklusidé mekkora hanyadat tolti aktin-
hoz kotott, tehertarté allapotban [1], ami az adott
miozin-izoforma részletes kinetikai sajatsagainak
ismeretében kiszamithat6. Erdekes médon az NM2A
az izommiozinokéhoz hasonl6 alacsony terhelési
aranyt (kb. 10%) mutat, mig az NM2B (amely még az
NM2A fehérjénél is hosszabb ATPaz ciklusidejti) ter-
helési ardnya magas (50%), motilitasa pedig lassu (3.
dbra). Ezek a sajatsagok azt sugalljak, hogy az NM2B
els6sorban hosszu tavi erStartasra specializalodott.

Enzimolodgiai és motilitasi jellemzéseink latvanyos
Osszhangban voltak késébbi munkakkal, amelyek
azt mutattdk meg, hogy kiilonb6z6 élettani folya-
matokban (példaul idegszovet-regenerédci6, sima-
izom-kontrakci6) az NM2A mindig a gyorsabb
kontrakciét igényld feladatot végzi, mig az NM2B
feladata az erGtartas [9-12]. Elettani munkakbol
arra is fény deriilt, hogy a simaizom-kontrakciéhoz

Kovacs Mihdly az E6tvos Lorand Tudomanyegyetemen szerzett biolégusdiplomat 1998-ban. Tanul-
manyait az ELTE-n és a Leicesteri Egyetemen folytatta, 2002-ben kapott PhD-fokozatot. Ezutan harom
évig az egyestilt dllamokbeli National Institutes of Health intézményben dolgozott posztdoktorként. 2005-
ben tért vissza az ELTE Biokémiai Tanszékére, ahol a motorenzimolédgiai kutatdcsoportot vezeti
(http:/fwww.mk-lab.org). A 2008. évi Talentum-dij nyertese az élettudomanyi kategériaban. F6 érdeklsdé-
si teriilete kiilonb6z6 biol6giai motorok (aktomiozinrendszerek, DNS-helikazok) mtikodési és szabalyo-
zasi mechanizmusainak, valamint mechanikai er6k enzimmiikddésre gyakorolt hatdsainak vizsgalata.
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3. dbra A miozin-2-enzimkinetika és -motilitds diverzitdsa.
A: Miozin-izoenzimek enzimatikus ciklusidejének 0sszehason-
litdsa, az aktinhoz kotott (sziirke) és aktinrol levdlt (fehér)
dllapotokban toltott idohdnyad feltiintetésével. B: Miozin-2-
izoenzimek in vitro aktinmozgatdsi sebessége [3,4,20].

az NM2-izoformdk gyakran domindnsan hozza-
jarulnak [9,13]. A higyhoélyag simaizom-falaban
példaul, ahol aktiv kontrakcidra van sziikség, els6-
sorban NM2A taldlhaté, mig az aorta sima izma-
ban, ahol a passziv erStartas az els6dleges funkcio,
az NM2B van jelen nagyobb mennyiségben [9].

Mechanikai szabalyozas: az NM2 kont-
raktilis és tehertarté iizemmodok kozotti
valtasra képes

A mechanobiokémia fontossagat egyre tobb megfi-
gyelés jelzi, amelyek azt igazoljak, hogy kiils6 erd-
hatdsok egyes enzimek specifikus konformaciéval-
tozasait idézik eld, és igy a biokémiai folyamatok
rovid és hosszu tavia szabalyozdsdhoz jarulnak
hozza [14,15]. Szerepébdl és biokémiai sajatsagai-
bél adéddan a miozin (kiilondsen az NM2) az egyik
legalkalmasabb kisérleti rendszer mechanobioké-
miai effektusok vizsgalatara [16].

Az erétartd szerep alapjan sejtettiik, hogy az NM2
miikodésének erdsen terhelésfiiggének kell lennie.
Korabbi eredményekre épitve kidolgoztunk egy
olyan eljarast, amelynek segitségével a nukleotid-
kotés és az ADP-felszabadulés, az ATPaz-ciklus két
kulcslépése mechanikailag terhelt allapotban is vizs-
géalhat6 oldatbeli koriilmények kozott (4. dbra) [17].
Kideritettiitk, hogy az NM2 allandésult allapotd
kontrakciés ciklusdanak végén az ATP-hidrolizis-
termék ADP tavozasa a legfontosabb kinetikai
,kapu”, amely meghatarozza az NM2 er6s aktin-
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kots, azaz tehertartd dllapotanak életidejét. Ennek
alapja az, hogy az ADP-kotott tehertartd allapotbodl
val6 kilépéshez az ADP-nek el@szor el kell tavoznia
a miozin aktiv helyérdl, hogy helyére ATP-molekula
kotSdhessen, amely az aktomiozin komplex disszo-

......

Adataink azt mutattak, hogy az ADP-felszabadulas
kinetikaja erésen terhelésfiiggs (NM2B esetén még
kifejezettebben, mint NM2A esetében), és ez a tulaj-
donsag ellenirdnyt (a miozin mozgasi iranyaval
ellentétes) erd esetén az ATPaz-ciklus drasztikus
lelassulasét, illetve a terhelési arany novekedését
okozza [17]. Az NM2 nagy ADP-affinitdsa révén az
ADP altal okozott termékgatlas is hozzajarul a
tehertarté mikodéshez (4. dbra). Ez a mechanikai
szabalyozé funkcié lehet6vé teszi, hogy ellenira-
nyu terhelés esetén az NM2 az aktinkotott teher-
tart6 allapot életidejének igen jelentés megno-
velésével (amely ebben az allapotban tobb percet is
elérhet) rendkiviil energiahatékony moédon (ala-
csony ATPaz-aktivitds mellett) hosszu tavu erétar-
tasra legyen képes. Ugyanezen jelenség azt is biz-
tositja, hogy asszisztalé (a miozin mozgasi irdnya-
val megegyezé iranyt) erShatds esetén az NM2-
izoformak ATPaz-ciklusa felgyorsuljon, és terhelési
aranya csokkenjen, igy elkertilve azt, hogy e miozi-
nok a gyorsabban mozgé motorok (példdul sima-
izom-miozin) éltal hajtott kontrakciot fékezzék.

Az ADP-felszabadulas terhelésfiiggésébdl arra is ko-
vetkeztettiink, hogy az ADP-kotott és -mentes for-
mak kozotti dtmenet sordn erSkarmozgasnak kell
torténnie. Ezt a feltételezést alatdmasztotta egy masik
munkank, amelyben kisszogti rontgenszoras-kisérle-
tekben az NM2-izoformdk minden eddig vizsgalt
miozinnal nagyobb (kdzel 5 nm méretti) er6karmoz-
gast mutattak az ADP-felszabadulashoz kapcsoltan
(5. dbra) [18]. Ez 6sszhangban all kinetikai és energe-
tikai adataink alapjan végzett szamitasainkkal is [17].
Jelenleg a kordbban kidolgozott kinetikai mérési
eljaras alkalmazésaval vizsgaljuk, hogy a mechanikai
terhelés hogyan valtoztatja meg az NM2 és mas enzi-
mek reakcidinak termodinamikai jellemz6it [19].

Szdmos, emberben eléfordulé NM2-mutacié stlyos
betegséget (May-Hegglin-anomalia, siiketség) okoz
[8]. Mutans miozinok enzimolégidjanak és motilita-
sanak jellemzésével kimutattuk, hogy e mutaciék
az aktinaktivalds, a fehérjék stabilitdsdnak megval-
tozasa, az er6karmiikodés és igy a motilitas akada-
lyozésa révén fejtik ki hatdsukat [20].
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4. dbra Az NM2-enzimkinetika terhelésfiiggése. A: EgQyfejii
miozinkonstrukcio (1) esetén a szomszédos aktinmonomerekhez
kapcsolédé miozinfejek nyaki végei egymdstdl tobb nm tdvol-
sagra helyezkednek el. Amikor egy kétfejii miozinkonstrukcio
mindkét fejével (2,3) aktinhoz kot, a fejekben kiilonbozo irdnyil
mechanikai fesziiltségek jonnek létre. A 27 jelii fejre az aktin-
filamentum ,+" vége felé irdnyuld, asszisztdlo erd, mig a ,3”
jelii fejre a ,~" vég felé irinyuld, ellendllo erd hat (nyilak).
B: A kétfejii aktinkotott NM2 elektronmikroszkopos képe.
C: Fluoreszcens mant-ADP-ligandum NM2B-fejekrdl torténd
disszocidciéjanak tranziensei mechanikailag terheletlen (1) és ter-
helt (2,3) dllapotokban (stopped-flow kisérlet). D: A miozinfe-
jek aktinkotésének életideje dllandésult dllapotii kontrakcié so-
rdn (iires jelek: NM2A, sotét jelek: NM2B, négyzet: 2 pN
asszisztdlo erd, haromszog: 2 pN ellendllo erd esetén) [17,23].

miozin motor domén

aktin
erdkar (apo, ADF)

5. dbra Aktinkotott miozin-2-fejek kisszogii rontgenszordssal
és fehérjekristilyszerkezet-dokkoldssal megdllapitott szerkezete
nukleotidmentes (apo) és ADP-kotott dllapotban [18]. A viz-
izom miozin-2 fehérjével (fent) ellentétben az NM2 (lent) je-
lentds (5 nm) erbkarelmozduldst mutat ADP-kotés hatdsdra.

Az NM2 miikodése a simaizom-miozin-2 fehérjéhez

hasonléan a nyaki régi6 foszforilacidja révén szaba-

lyozodik [21]. A kétfejti, defoszforilalt miozin aszim-
metrikus szerkezetet vesz fel, amelyben a két fej kol-
csonosen akadalyozza egymés ATP-az és mozgatd
aktivitasat [22]. A gétolt 4llapot biokémiai sajatsdgai
azonban jorészt ismeretlenek. Kimutattuk, hogy a
blokkolt allapot csak ATP jelenlétében jon létre, mas
nukleotidéllapotokban nem [23]. Jelenleg folyé mun-
kainkban jellemezni kivanjuk, hogy a gatolt allapot
milyen aktink6td sajatsagokkal rendelkezik, és részt
tud-e venni az erStartasban. Ezzel a simaizom-élet-
tan egyik legfontosabb jelenlegi kérdését célozzuk
meg, mivel az inaktiv erStarté molekula mibenléte
és allapota ismeretlen. Munkdink kozott szerepel
tovabba az NM2-mtikodés erdfliggésének vizsgalata
lézercsapda-kisérletekkel [24], valamint a nemrég
felfedezett, a hallds folyamataiban szerepet jatszo
NM2C-izoforma miikodésének felderitése [25].
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Osszefoglalas

Az élet molekularis szinti folyamatainak megér-
téséhez, részletesen ismerni kell a részt vev§ fehér-
jéket, és atomi szinten kell feltarni, hogy a fehérjék
mely részletei, milyen kolcsonhatdsokban, miként
teszik lehetévé az adott szerep ellatdsat. A megértés-
nek ilyen atomi szintli igénye hatja at a fehérjetu-
domany mtivelsit, akik DNS-technolégidkkal felvér-
tezve célzottan valtoztatjdk meg a fehérjéket, majd
nagy felbontésu szerkezetvizsgald és egyéb modsze-
rek birtokaban elemzik a médositasok szerkezeti és
miikodésbeli kovetkezményeit. Habar a fehérjemér-
nokség idestova hisz éve alatt hatalmas eredmé-
nyek sziilettek, az egyedi mutdcidkra alapozé hala-
das modfelett lassd. Sajat munkakon keresztiil azt
mutatjuk be, miként lehet alapvetS fehérjemérnoki
kérdéseket hatékonyabban megvélaszolni fehérje-
variansok millidrdjainak iranyitott evoldcidjaval.

Pdl, G.

Department of Biochemistry, E6tvos Lordand
University, H-1117 Budapest, Pazmany Péter
sétany 1/C, Hungary, E-mail: palgabor@elte.hu

Summary

To understand the mechanisms of key role protein
life-processes, we need to identify the participat-
ing proteins, dissect the molecular interactions
and reveal in atomic details how individual pro-
tein residues contribute to the function.
Comprehension at such atomic details drives the
protein scientists. Armed with DNA technologies
these researches make targeted alterations in pro-
teins and study the structural and functional con-
sequences by high resolution techniques.
Although protein science has delivered great
achievements in the last 20 years, the progress
based on individual mutations is rather slow. In
this article I review some of our recent works to
illustrate how fundamental questions in protein
science can be answered through the directed
evolution of billions of protein variants.

A klasszikus fehérjemérnoki
megkozelités lehetGségei és korlatai

A puszta megfigyelést leszamitva minden vizsgélat-
ban szandékosan megzavarjuk a vizsgalt rendszert,
megfigyeljilkk, hogyan reagal. A fehérjék esetében
kezdetben csak az oldatkdrnyezetet (hémérséklet,
ionerd, kémhatés) lehetett valtoztatni, igy példaul
oldallanctoltések szerepére kovetkeztetni. KésSbb a
szelektiv kémiai moédositasok szdmos aminosavti-
pus szerepét tették vizsgalhatova. Kivételes esetek-
ben a kémiai mddositds célzott aminosavceserét is
lehet&vé tett [1]. Az attorést a molekuldris biologia
hozta: lehet6vé valt a fehérjegének klénozasa és
iranyitott mutagenezise [2,3], a fehérjék aminosav-
sorrendje ma mar tetszés szerint véltoztathato.

Ez hatartalannak ting szabadsagot, de egyben meg-
lep& korlatokat hozott. Kidertilt, hogy esély sincs a
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teljes szekvenciateret bejarni, mivel az praktikusan
végtelen. Egy 60 aminosavas kis fehérje esetén a
lehetséges egyedi aminosavceserék szama 1140.
Ennyi mutans génre, tisztitott fehérjevaridnsra és
egyedi mérésre lenne sziikség ahhoz, hogy feltarjuk
egy ilyen fehérje 0sszes pozicidjanak egyedi szerepét
és evoltcios lehetGségeit. Természetesen soha senki
nem végzett ilyen teljes vizsgalatot. Rdadasul, ha
nem egyedi, hanem kombinalt mutaciékban gondol-
kodunk, akkor a variansok szdma exponencidlisan
novekszik. Egy 60 aminosavas polipeptid &sszes
variansanak szama 2060, ami tOobb, mint a ma ismert
univerzumban létez Gsszes elemi részecske. A szek-
venciatér a maga teljességében tehat nem feltarhato.

Emiatt a kisérletekben mindig komoly kérdés, mely
poziciok hanyféle varidnsa késziiljon el. A vizsgala-
tok rendszerint korabbi ismeretek alapjan fontos-
nak itélt pozicidkra Osszpontosulnak, ismeretlen
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tertileteket ritkdn vizsgalnak. Ez a megkozelités
talan érthetd, de stlyos el6itéletektdl terhelt.

A kutatok elsSként egyszertinek igérkezd vizsgala-
tokat hajtottak végre: egy-egy enzim aktiv helyén
cseréltek le olyan oldalldncokat, amelyeket mas
vizsgalatok mar kulcsfontossaguinak josoltak. A
nyolcvanas években ilyen vizsgélatok indultak el a
tRNS szintetazok, szubtilizin, foszfofruktokinaz,
lizozim, RN-4z és a tripszin esetében, mely utobbi-
ba az ELTE Biokémiai Tanszék is bekapcsolddott
Graf Laszld vezetésével [4-9]. A mar eleve fon-
tosnak vélt poziciok mutaciéi azt sugalltdk, hogy a
fehérjékben ,minden mindennel &sszefiigg”, alig
akad funkciondlisan semleges mutacio.

Szisztematikus fehérjemérnoki vizsgala-
tok — a pasztaz6 alanin-mutagenezis

James Wells, a Genentech cég kutatdja, bevezette az
els§ szisztematikus mutageneziseljarast, a pasztazo
alaninmutagenezist (alanine scanning mutagenesis)
[10]: egyenként alaninra cserélve a vizsgalt oldallan-
cokat megmérték a mutdcié hatasat. Az alanin a
glicin utan a legkisebb aminosav, de szemben a
glicinnel, nem noveli lényegesen a f6lanc konforma-
ci6és szabadsagat. Egy alanincsere 18 aminosav
esetében a B-szénen kiviili részlet eltavolitasat jelen-
ti, igy az eltavolitott rész szerepét vizsgaljuk.

Elsként az emberi novekedési hormon (hGH) nagy
affinitasu (Site 1) receptorkotd felszinének Gsszes, 35
csoportjat vizsgaltédk. Ezt, az ezzel kolcsonhaté hGH-
receptor (hGHR) hasonlé méretti hormonkéts fel-
szine kovette [11,12]. E hatalmas munkdkban
egylittesen tobb mint hatvan egyedi alaninvarianst
termeltek, izolaltak és jellemeztek kotési tesztekben.
Munkéjuk gyiimdlcse az a nagy visszhangot kivaltd
felismerés volt, miszerint a térben szorosan illesz-
ked§ két felismerdhely oldallancainak csak negyede
jarul hozza produktivan a kotéshez. A tobbi alanin
cseréjének nincs érdemi hatdsa. A pozicionkénti

kotésienergia-hozzdjarulasokat a kotdfelszinekre
vetitve két kisméretli, egymassal komplementer
,forrd folt” (hotspot) képe jelent meg. Azbéta szamos
fehérje—fehérje kolcsonhatasban taldltak ilyen kon-
centrdlt kotési energiat. Egyik munkdm sorén,
amikor a Chicagéi Egyetem Tony Kossiakoff altal
vezetett intézetében a jeltovabbitas soran kialakuld
1:2 0Osszetételd hGH:(hGHR), hormon-receptor
komplexet vizsgaltuk, ilyen komplementer forrd
foltokat fedeztiink fel a két receptor kozotti interak-
cids felszinen is [13]. A kordbbi kép szertefoszlott,
kidertilt, hogy még olyan aminosavak is megvaltoz-
tathatok funkciéromlas nélkiil, amelyek szerkezeti
értelemben egy interakcids hely részét képezik.

A paros oldallanc-kolcsonhatasok
vizsgalatanak paratlan nehézsége

Egyedi mutacidokkal csak egyedi oldallanc-hozza-
jarulasok vizsgalhatdk, oldallanc-kolesonhatasok
nem. Enzimek esetében jol ismert az egytittmikodd
oldallancok kiemelkedd szerepe. Pédros oldallanc-
kolesonhatasok vizsgalatdra vezették be a dupla
mutacioés ciklus (double mutation cycle) eljarast [14].
Ha két oldallanc egymastdl fliggetleniil miikodik,
agy egyedi mutaciéjuk hatdsanak Osszege meg-
egyezik a dupla mutansra kapott hatas értékével.
Ha a dupla mutéci6 hatdsa kisebb vagy nagyobb az
egyediek Osszegénél, tgy a két oldallanc funk-
ciondlis kapcsolatban 4ll. A hGH kapcsan belathato,
hogy a paros variansokat igénylS projekt kivite-
lezhetetlen lenne, hiszen a 35 egyedi alaninmutans
mellett még 595 (35x34/2) paros alaninmuténs
eléallitasat és mérését igényelné.

Fehérjemérnoki taposémalom — mire
elég a tudasunk?
A Klasszikus kutatasok tovabbi korlatja a vizsgélatok

iterativ, ciklikus jellegébdl fakad. Korabbi ismeretek
alapjan hipotézist allitunk fel egy-egy fehérjerészlet

Pal Gabor 1990-ben, az ELTE TTK biolégus szakan végzett okleveles biologusként. Azéta az ELTE TTK
Biokémiai Tanszékén dolgozik, 2003-t6l egyetemi docens. PhD-fokozatat az ELTE Szerkezeti Biokémia
Doktori Iskoldban szerezte 1996-ban. 1998-t6] négy és fél évig posztdoktori Osztondijasként egyesiilt
allamokbeli tanulmanytton volt, mely sordn a kaliforniai Genentech cégnél és a Chicagéi Egyetemen
dolgozott. Amerikai munkaja sordn az emberi névekedési hormon és receptora kozott kialakuld
molekularis felismerések energetikajat kutatta klasszikus fehérjemérndki és iranyitott evolticiés
megkozelitésekkel. Hazatérte utdn az altala alapitott Iranyitott Fehérjeevoliicié Kutatdcsoportban is

bevezette a fagbemutatasnak nevezett evolicids eljarast. A csoportban olyan fehérje-kolesonhatdsok mechanizmusat
kutatjak, amelyek egyrészt alapkutatasi szempontbdl érdekesek, masrészt terapids alkalmazasi szempontbdl igéretesek.
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szerepérdl, egyedi mutdciéval megvaltoztatjuk azt,
majd 4j szerkezeti-funkcionalis vizsgélatokat kove-
téen elemezziik a hipotézis helyességét, és ha kell,
Gjabb hipotézist alkotunk. Altaldban nagyszamu
ilyen ciklus sziikséges még jol célzott kérdések
megvdlaszolasahoz is. Nem meglepd, hogy az utébbi
évtizedek intenziv kutatdsai ellenére is korlatozottak
a fehérjemiikddéssel kapcsolatos ismereteink. Ennek
illusztralasara és egy alternativ megoldas bemutatasa
céljabol végezziink el egy rovid gondolatkisérletet.

A szakavatott biokémikus olvasé egy pillanatra kép-
zelje el, hogy szervezetét veszélyes korokozo tamad-
ja meg, amelynek egy kulcsfontossdgu felszini mo-
lekulajat kellene szelektiven blokkolni ahhoz, hogy a
kérokozé el ne szaporodjon. Vajon elegendd tudas
all-e az olvas6 rendelkezésére ahhoz, hogy a klasz-
szikus fehérjemérnoki fegyvertar dsszes elemét be-
vetve egy-két hét leforgasa alatt kifejlesszen egy
szelektiv kotésre képes fehérjét? A valasz minden
bizonnyal nem. Ugyanakkor tudjuk, hogy immun-
rendszertink rutinszertien, nap mint nap megbir-
kozik ugyanezzel a feladattal, par hét alatt csoda-
latos blokkol6 fehérjéket kifejlesztve gyakorlatilag
barmilyen idegen molekula ellen. Csakhogy az
immunrendszer nem az emlegetett séma szerint m-
kodik. Egyenkénti mutacidokon alapuld, iterativ fej-
lesztés helyett az immunrendszer a blokkol6 fehérje,
vagyis az ellenanyag-molekula mintegy 100 milli6-
nyi varidns seregével ,fogadja” a betolakodét. Min-
den varidns mas-mas B-sejt-klon felszinén jelenik
meg receptorként, és azok a klénok szaporodnak el,
amelyek hatékonyan kotédnek az idegen fehérjéhez.
A szelektiv kotésre képes fehérje tehat egy hatalmas
variansseregb6l, evoliciés folyamatban szelektalo-
dik. Ennek a sémdnak az analégidjaként vezette be
George P. Smith a fagbemutatés (phage display) néven
ismertté valt eljarast, amely lehet6vé teszi fehérjék
irdnyitott in vitro evolucidjat [15].

A legeredményesebb in vitro evoliicids
megkozelités — a fagbemutatas

A fagbemutatas (1. dbra) soran az evolticiéba bevont
fehérje génjét egy bakteriofdg burokfehérjegénhez
kapcsoljuk. Igy olyan fiiziés fehérje keletkezik,
amely beépiil a fag burkéba. A fagrészecske a belse-
jében hordozza az idegen fehérje génjét, mikdzben
a kiilsején megjeleniti az idegen fehérjét. A fehérje
és annak génje a fagon keresztiil fizikailag kapcsolt.
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A fehérje iranyitott evoliciéjdhoz a gén altalunk
pontosan megszabott kodonjait véltoztatjuk meg.
Egyszerre szamos kodont is megvaltoztathatunk
szintetikus oligonukleotidok keverékén alapulé
kombinatorikus mutagenezissel [16]. Egyszerre
szabjuk meg a mutéciok helyét és a pozicionkénti
variabilitast. Tébb millidrd varidnst tartalmazoé
DNS-konyvtarat hozunk létre, amelyet baktériu-
mokba juttatva létrejon a fag—fehérje konyvtar.
Minden fag csak egyfajta fehérjevaridnst jelenit
meg, és csak annak a génjét hordozza. Igy egy, a B-
sejtekkel szoros analégiat mutaté rendszer jon létre.
A fagbemutatds azonban szamos komoly elénnyel
bir: a konyvtar variabilitasat kizarélag a kutato ha-
tdrozza meg, nem valamilyen bonyolult sejtfiiggd
mechanizmus; a varidnsok szama lényegesen meg-
haladhatja a B-sejteken megjelend ellenanyagokét;
barmilyen baktériumban termelhet§ fehérjével dol-
gozhatunk; és végiil a szelekci6 is a kutaté altal
kontrollalt, in vitro médszerekkel zajlik.

Az evolici6 soran mutansok egyenkénti vizsgalata
helyett tobb millidrd kisérletet végziink parhuza-
mosan. A megfelelének bizonyult fag—fehérje vari-
ansokat a fizikailag kapcsolt gén szekvendlasaval
azonositjuk. Egyedi mérések helyett a funkcidsze-
lektalt klénok szekvenciaanalizisével deritjiik ki,
hogy a funkci6 ellatdsat milyen aminosavsorrendek
teszik lehet6vé.

Mutansok millidrdjaival dolgozunk, ami az egyedi
mutdciokhoz képest hatalmas szdm. Mégis okosan
kell gazdalkodnunk a konyvtar tervezésekor. Mint
lattuk, egész fehérjék teljes varidlasa nem lehetséges.
Az oszd meg és uralkodj elvét kell alkalmaznunk.
Ha egyszerre sok poziciot akarunk vizsgalni, akkor a
szekvenciateret osztjuk csoportokra, tehat a 20 féle
aminosav helyett csak egy kis hanyadot engediink
meg, szélsséges esetben példaul csak kettét. Ha vi-
szont mind a 20 féle aminosavat meg akarjuk enged-
ni, akkor valamilyen atgondolt elv alapjan a fehérje-
poziciokat osztjuk fel csoportokra. A millidrdnyi va-
rians 6-7 pozici6 teljes feltarasara elegendd.

Sorétes pasztaz6 alaninmutagenezis

Sachdev Sidhu, kordbbi munkatidrsam a Genentech
cégnél, kifejlesztett egy modszert a klasszikus pasz-
taz6 alaninmutagenezis kivaltasara. A sorétes pasz-
tazé alaninmutagenezisnek (shotqun alanine scan-
ning) keresztelt eljarasban egyedi mutéaciok helyett
kombinatorikus sémét alkalmazott. Az els$ ilyen
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szaporitas baktériumban
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munkaban a ndvekedési hormon Site-1 teriiletén
egyszerre 19 poziciét varialt binaris médon a vadti-
pust és alaninoldalldncot 1:1 aranyban megenged-
ve (2. dbra) [17]. Funkcidészelektalt klénok szek-
vendaldsaval minden varidlt poziciondl meghata-
rozta a vadtipust (wt) és az alaninmutans (Ala)
aranyat. Egyhez kozeli wt/Ala arany arra utal,
hogy az alaninmutdcié nem okoz funkciévaltozast,
tehat a vadtipusi oldallinc szerepe elhanyagol-
hat6. Minél nagyobb a wt/Ala ardny, annél fonto-
sabb a vadtipust csoport. Sidhu és munkatarsai
bebizonyitottak, hogy ez a varakozéas kvantitativ
értelemben is teljesiil. Az egyes poziciok wt/Ala
aranya ragyogoan korreldl a vadtipusu fehérjére és
az adott pozicié egyedi alaninmutdnsara vonat-
koz6 affinitasok (asszocidcids dllandok) ardnyéval.

Sajat példdk iranyitott evoliicié alkalma-
zasara fehérjemérnoki kutatasokban

A fenti munka nyomén Sachdev Sidhu-val egytitt-
miikddésben szdmos kutatidst végeztem [18-22],
amelyekbdl most harmat emlitek.

Affinitdsnovekedés molekuldris hdtterének feltdrdsa.
A soOrétes alaninmutagenezist Kkiterjesztettem a
hGH Site-1 teljes, 35 aminosavas felszinére, és az
energiatérképezést elvégeztem egy olyan, 400-
szoros affinitasu, 15 mutaciét hordozé hGH-varian-
son is, amelyet a Genentech cég fagbemutatdssal
fejlesztett ki [22]. A két energiatérkép Osszehason-
litdsa megmutatta, hogy az affinitdsndvekedés
egymas ellen hat6 effektusok eredje. A vadtipusra
jellemz6 koncentralt ,forré folt” helyett egy kiter-
jedtebb ,langyos” energiatérképet kaptunk. Az ere-
deti forré foltot alkoté aminosavak az affinitasno-
velés sordn a mutansban megdrzddtek, de szerepiik
lecsokkent, a tertilet ,lehtlt”. Ez jelezte, hogy ere-

deti szerepiik ellatasat az egyéb poziciok mutacioi
akadalyozzak. A ,langyos folt” kiterjedtségét zom-
mel éppen ezek az Uj, affinitdsnével6 mutdciok
okoztak, amelyek receptorkotést gatld vagy a kotés-
ben funkciondlisan részt nem vevé$ oldallancokat
cseréltek funkcidképesebbekre. Meglepetésre olyan
vadtipust csoportot is azonositottunk, amelynek
energetikai szerepe az egyéb poziciok mutécioi
nyoméan megndtt. A vadtipust oldalldncok szerep-
moédosuldsat is magyardazé modelliink szerint az
affinitasndvekedés komoly konformaéciés atren-
dezddéssel jart. Szerkezeti vizsgalatok ezt a kovet-
keztetéstinket igazoltak [23].

Intramolekuldris oldalldnckapcsolatok feltdrdsa. A hGH
sorétes alaninmutagenezisének adatait felhasznal-
va demonstraltam, hogy a kombinatorikus muta-
genezissel nem csak egyedi oldallancszerepek, de
oldallanc-kolcsonhatasok is azonosithatok [20].
Minden bindrisan varialt pozicidéparra kisza-
moltam, hogy az ott kapott egytittes wt:wt; Ala:wt;
wt:Ala és Ala:Ala parok el6fordulasi gyakorisdga
mennyire tér el a véletlen kombinal6dés esetén vart
értékektdl, és statisztikai probaval elemeztem az
eltérés szignifikanciaszintjét. Azt taldltam, hogy a
vadtipusu kotShely oldallancainak tilnyomé tobb-
sége autondm moédon miikodik. Néhany, zomében
toltéssel bird oldallancpar esetében az adatok
gyenge, egymast segité vagy éppen gatlé hatast
josoltak. Egyedi és dupla mutansok méréseivel iga-
zoltam, hogy a kombinatorikus eljarads még gyenge
kolesonhatasok azonositasara is képes.

Az evoltciés fehérjemérnoki megkozelités segit-
ségével az ELTE Biokémiai Tanszékén elsGként egy
protedzinhibitor-csaladot érintd rejtélyes viselkedés
okait tartuk fel [24]. A pacifastincsalad a hidroféb
mag tekintetében két paraldg alcsalddra oszlik [25].
Az I-es alcsalad tagjairdl kideriilt, hogy kordbban
soha nem tapasztalt mértékd taxonszelektivitassal
birnak: kivaléan gatoljak gerinctelen fajok tripszin-
jeit, de alig hatnak a gerincesek tripszinjeire [26].

A Il-es alcsalad tagjai mindkét tripszinforma haté-
kony inhibitorai. Kordbbi vizsgalatok igazoltdk,
hogy az eltérés oka nem az inhibitorok proteazzal
kolesonhaté ,aktiv hurok” régidjaban rejlik. Az el-
térés okat egy sorétes paraldégmutagenezisnek is
nevezhet§ eljarassal tartuk fel. A két alcsaladbol ki-
valasztottunk egy-egy ismert inhibitort, amelyek 18
pozicidban tértek el egymadstol. A két szekvencia
tokéletes, pozici66rzé keverésével létrehoztuk az
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Osszes lehetséges, tehat 2" féle (tbb mint negyed-
milli6) kiméravaridnst. A konyvtdrat eltér§ eredetd
tripszineken szelektéltuk. Az oldallanckapcsoltsa-
gok vizsgdlata megjosolta, hogy a taxonszelektivi-
tast az I-es tipusu mag és egy szintén I-es tipusra
jellemz&, prolintartalmd felszini kanyar kombinacié-
ja okozza. Ezt egyedi mutdnsok mérésével igazoltuk.
Ez az els6 példa arra, hogy egy kisméret(i inhibitor
esetén a belsé mag és egy felszini elem funkcionali-
san meghatarozé kapcsolatban all egymassal [24].

Nagy kotdfelszinek totdlis jellemzése — Affinitdsigazitds
rendelésre. Eddigi legatfogébb munkam visszavezet
az emberi novekedési hormonhoz [18]. Korabbi
binaris vizsgélataink fontos ismereteket nyujtottak,
de tovabbra sem tudtuk, hogy a hatalmas receptor-
koté felszinen az egyes csoportok milyen mérték-
ben és mire véltoznanak meg, ha mind a 20-féle
aminosavat megengednénk. A 35 pozici6 szimultan
varialasa a lehetséges valtozatok elképzelhetetleniil
kicsiny hanyadat hozta volna létre a val6sagban.
A 35 aminosavas felszint felosztottuk hat nem at-
fed6 halmazra (késébbi konyvtarra) tigy, hogy min-
den halmazba legfeljebb 6 pozicié keriiljon. Minden
halmazba csak egyetlen olyan pozici¢ keriilt, amit a
korabbi alaninmutagenezis kiemelkedden fontos-
nak talalt, és az egy halmazba tartozo poziciok nem
lehettek szomszédosak. A két elv alkalmazasaval
segitettiik el§, hogy minden konyvtar biztosan tar-
talmazzon funkcionalis klénokat, és az egyes pozi-
ciok egymastdl fliggetleniil evolvaljanak, tehat ne
szelektdlédjanak ki egytittmikodé csoportok. Két-
féle szelekciét alkalmaztunk. A funkcionalis szelek-
ciénal a kotSpartner a hGH-receptor volt, mig a
szerkezeti szelekcional egy olyan monoklondlis
ellenanyag, amely a receptorkotd felszinnel atelle-
nes oldalon egy szerkezeti epitopot ismer fel.

A vizsgélat primer eredménye egy példatlanul at-
fogo, részletes és megbizhato, kisérleteken alapulé
adatsereg volt. Mind a 35 pozici6 esetén meghaté-
roztuk, hogy a 20 aminosavtipus milyen el6for-
dulasi gyakorisaggal reagdl a szerkezeti és funk-
ciondlis szelekciok nyomaséara. A két szelekciobol
Osszesen 1400 (2x35x20) kisérletes aminosav-gya-
korisagi adatot kaptunk. Kideritettiik, hogy melyek
azok a poziciok, amelyek funkcionalisan részt tud-
nak venni a receptorkotésben, és melyek azok, ame-
lyek nem. Megmutattuk, hogy melyek azok a meg-
oldéasok, amelyeknél az irdnyitott evolticié utanoz-
za a természetes evoliiciét, és melyek azok, ame-
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2. abra Sorétes pdsztizo alaninmutagenezis: a szekvendlt pozi-
ciék/klonok részlete (A), wt/Ala ardnyok (B) és ezek szerkezeti
eloszldsa (C).

lyeknél attdl eltéré megoldasokra lel. Ez utébbiak
affinitdsnovelést igértek, amit egyedi pontmutan-
sok méréseivel igazoltunk. Bebizonyitottuk, hogy a
hGH vonatkozasdban barmilyen aminosavcsere
esetén meg tudjuk jésolni, hogy annak milyen hata-
sa lesz a hormon stabilitaséra és receptorkotd affini-
tasara. A moédszer természetesen altalanos, tehat
minden fehérje esetén alkalmazhato.

Koszonetnyilvanitas
A szerz§ koszonetét fejezi ki az OTKA (K68408,

T5049812) és az MTA Bolyai Janos Kutatési Oszton-
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A kecskerak (Astacus leptodactylus) tripszinjének
esete a szarvasmarha-pankreasz tripszininhibitoraval

The affair of crayfish trypsin with bovine pancreatic trypsin inhibitor

Grif Ldszlo

Eotvés Lorand Tudomanyegyetem, MTA KK-ELTE Biotechnolégiai Kutatécsoport, Biokémiai Tanszék,

1117 Budapest, Pazmany Péter sétany 1/C

Grif, L.
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Summary

The most precious reward of a scientist is the dis-
covery that he makes. Discovery is the recogni-
tion of a phenomenon or relationship that cannot
be seen before the research is started.

The recognition that the tightness or strength of a
complex formed between crayfish trypsin and
bovine pancreatic trypsin inhibitor is much
stronger than that of bovine trypsin with its natu-
ral trypsin inhibitor is a discovery. It is not evi-
dent at this stage, however, how important it is.

A Biokémia els6, 1977. mérciusi szdmaba, a lap
alapit6 szerkesztSjének, Bagdy Danielnek a bizta-
tasara irtam meg ,Endorfinsztori” cimt tanulma-
nyomat. Most alkalom adédott, hogy a lap nyom-
tatdsban utoljara megjelend szamaba is irjak egy
torténetet. Fogadjak jo szivvel.

A torténet a kilencvenes évek kozepén kezdddott.
Akkor még rendszeresen részt vettem a Karchiban
(Pakisztan) kétévente megrendezett , Protein Structu-
re and Function” cimd nemzetkozi konferencidn. Egy
ilyen szimpézium alkalmdval taldlkoztam el8szor
két pakisztani didkkal, Malik Zulfiquarral és Sumaira

Amirral. A didkok, akik néhany év milva 6sszehaza-
sodtak Budapesten, a fejiikbe vették, hogy nalam
doktoralnak. Ugyancsak hosszu torténet kerekedne,
ha elmesélném, hogy ezt az elképzelésiiket mikép-
pen valositottuk meg. Egy sz6, mint szaz, eljottek
Magyarorszagra, és a Godolléi Biotechnologiai Koz-
pontban az iranyitasom mellett végzett 6tévnyi kiiz-
delmes munka aran doktoréltak. Témajuk a sivatagi
saska hemolimfajabdl altaluk izolalt két kisméretii
szerinprotedz-inhibitornak, az SGCI (Schistocerca
gregaria chymotrypsin inhibitor) és SGTI (S. gregaria
trypsin inhibitor) peptidek biokémiai vizsgélata volt
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[1,2]. A munka soran kidertilt, hogy mig az SGCI
pikomolos inhibiciés konstanssal gétolja a szarvas-
marha-kimotripszint, a homol6g szerkezet(i, amino-
savsorrendje alapjan tripszininhibitornak imponald
SGTI csak 5 nagysagrenddel gyengébben gétolja a
szarvasmarhatripszin (SZT) aktivitdsat. A téma ezen
a ponton elakadt volna, ha nem jut eszembe a mély-
hiitében heverd, folyami rakbol (A. fluviatilis) vett
tripszinminta, melyet évekkel korabban Robert
Zwilling professzortél (Heidelberg) kaptam. Meg-
vizsgaltuk az SGTI hatasat raktripszinre, és meg-
lepetéssel tapasztaltuk, hogy a peptid ezt a protedzt
szubpikomolos K-értékkel gatolja [2]. A felismerés
szarnyakat adott a projekinek [3-7]. Most mar a kii-
16n6s fajspecifitas szerkezeti okainak felderitése volt
a cél. Torténetiink szempontjabdl a természetes for-
rasbodl izolalt kecskeraktripszin (KT) — melyet gén-
technolégiai tton eddig nem sikeriilt eléallitanunk —
SGTI peptiddel alkotott komplexének a kristaly-
szerkezete a legérdekesebb [5]. Ez a munka az ismert
szerinprotedz—protedzinhibitor interakcioknal kiter-
jedtebb, bensdségesebb fehérje—fehérje kolcsonhatas-
ra deritett fényt [5]. A cikk egyik tarsszerzdje, Kardos
Jozsef kollégam vetette fel, hogy a KT szarvasmarha-
tripszin-inhibitorral (BPTI) alkotott komplexének
szerkezetét is meg kellene hataroznunk. A krista-
lyositast el6készit§ preparativ mtveletek soran
Voros Judit didkommal tettiik az 1. dbrin bemutatott
megfigyelést. A KT és BPTI keverékét hagyomdnyos
koriilmények kozott [8], merkapto-etanolt és natri-
um-dodecil-szulfatot (SDS) tartalmazé pufferben
(mintaoldat) haromperces forralds utan, SDS-tar-
talmu poliakrilamid-gélben elektroforetizalva egy, a
kontrollként futtatott raktripszinnél mozgékonyabb
komponenst figyeltiink meg a gélben.

A reduktiv kériilmények kozott végzett SDS-PAGE
modszert szinte minden biokémikus hasznalja, és
nehézség nélkiil értelmezi az ilyesfajta gélképeket.
frasomnak ezen a pontjan megkérem hét a Kedves
Erdeklsds Olvasét, hogy takarja le a cikk tovabbi

1. dbra A kecskerdktripszin (KT) (A), illetve a kecskerdktrip-
szin és a BPTI 1:4 molardnyii, 15 percig eldinkubdlt keveréké-
nek (B) a mintapufferben (5% SDS, 4% merkapto-etanol) tor-
ténd hiaromperces forralds utin végzett 0,05% (w/v) SDS-poli-
akrilamid-gélelektroforézise Laemmli [8] szerint.

abrdit, és tippelje meg, mit tartalmazhat ez megkér-
dgjelezett fehérjekomponens? Nekiink sok idénkbe
és faradsagunkba tellett, mig megfejtettiikk a ta-
lanyt. A felderités nehézségét részben az okozta,
hogy ezt az ismeretlen fehérjét a szokasos technika-
val nem tudtuk a gélrél membranra blottolni.

Nos, a rejtély kulcsat az SDS-gélek nativ koriilmé-
nyek kozott késziilt elektroforézis-gélekkel valo fi-
gyelmes Osszevetése adta keziinkbe. A géleket ta-
nulmanyozva meriilt fel bennem a gyand, hogy az
ismeretlen fehérje a hagyomanyos koriilmények
kozott végzett SDS-merkapto-etanolos denatura-
ciénak ellenall6 enzim—inhibitor komplex lehet. Ezt
igazoltuk a 2. dbrin bemutatott kisérletekkel. A
SZT-BPTI keverékkel végzett kontrollkisérletek
nyilvanvaléva tették a KT-BPTI komplex SDS-sel
szembeni rendkiviili stabilitdsat.

A Porrogi Palma doktoranduszom és Harmat
Veronika kollégam altal elGallitott KT-BPTI-komp-
lex kristalyszerkezetét Katona Gergely, jelenleg a
Goteborgi Egyetemen dolgoz6, évekkel kordbban a
tanszékiinkon doktoralt kollégdnk oldotta meg a
napokban. Még tanulmanyozzuk a kolcsonhatas
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2. abra A kecskerdktripszin (felill), illetve a szarvasmarhatrip-
szin (Sigma Kft., Budapest) (alul) és BPTI 1:4 molardnyii keve-
rékének az 1. abra koriilményei kozott torténd SDS—poliakril-
amid-gélelektroforézise merkapto-etanol jelenlétében és tdavollé-
tében a mintdknak a mintaoldatban 1-30 percig torténd forrald-

sa utdan.

részleteit. A torténetet azonban befejezetlentil is
érdekesnek és tanulsdgosnak taldlhatjak. Ebben
bizva varom kérdéseiket a graf@elte.hu cimen.
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Proteazok és fertdzési folyamatok: egy szerralizin,
a PrtA proteolitikus rendszerének szerepe

Proteases and infection processes: the role of the proteolytic
system of the serralysin-type PrtA enzyme

Venekei Istvin

Eotvos Lorand Tudomanyegyetem, Biokémiai Tanszék, 1117 Budapest, Pazmany Péter sétany 1/C

Venekei, 1.

Department of Biochemistry, E6tvos Lorand University, H-1117 Budapest, Pazmany sétany 1/C, Hungary

Summary

As an attempt to understand the role of proteolyt-
ic systems in the complex process of infection, we
study a serralysin-type enzyme, PrtA, from an
insect pathogen bacterium, Photorhabdus. The
virulence factor function of serralysins is sup-
posed but not proven, because their target pro-

teins are not known. We identified, six target pro-
teins to PrtA in insect hemolymph, all of immune-
related function, indicating an immune suppres-
sor role to PrtA. We have found an inhibitor of
PrtA, produced by the host upon infection, as a
component of its immune response. This is the
first serralysin inhibitor from an eukaryote.
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A soksejtti, magasabb rendi él6lények és a mikroor-
ganizmusok kozott kialakul6 kolesonhatasok egyike
a patogének altal kezdeményezett fert6zés. A fo-
lyamat els6, patogenitdsi szakaszdban — melynek
célja a patogén szempontjabdl a fert6zés kialakitasa,
a gazda szempontjabol annak felszamolédsa — bonyo-
lult molekularis kolcsonhatasrendszer alakul ki az
egymassal kiizd¢6 felek kozott, melyben mindketten
sokféle eszkdzzel vesznek részt, igyekezvén tobb-
szOrosen biztositani a harc maguk szdmara elényos
kimenetelét. gy a patogének szamos virulenciafak-
tort vetnek be, mig a gazdak egy sokfunkcidji rend-
szert alkalmaznak, az immunrendszert. A részt vev§
molekuldk és kolcsonhatdsaik nagy szdma és na-
gyobb résziik, valamint szerepiik ismeretlensége az
oka annak, hogy a fert6zési folyamatok molekularis
szint(i eseményeit lényegében nem értjiik. Igy pél-
daul nem tudjuk, hogy egy adott patogén-gazda par
esetében mely faktorok és folyamatok hatarozzék
meg és hogyan azokat az alkalmakat, amikor a pato-
gén fert6zést tud kialakitani. Az erre vonatkozé is-
meretek sokoldalti hasznosithatésagat nem kell
hangstlyozni. Noha a rendszer Osszetettsége miatt a
gazda—patogén kolcsonhatas eredményes vizsgalata
nagyteljesitményt, molekularis rendszerbiol6giai
megkozelitést igényel, egy-egy alrendszer hagyoma-
nyos, biokémiai/molekularis biolégiai médszerek-
kel is felderithet§, és fontos informdacidkat szolgal-
tathat. Mi egy ilyen alrendszert, egy bakteridlis pro-
tedz proteolitikus rendszerét, annak a fert6zési folya-
matban jatszott szerepét vizsgaljuk.

A proteolitikus kolcsonhatasrendszerek haromol-
daldak, a protedazon kiviil annak 8sszes természetes
szubsztratjai és inhibitorai alkotjak. Egy proteaz pon-
tos szerepének megértéséhez proteolitikus rendsze-
rének teljes ismerete sziikséges. Az igen nagyszamu
proteolitikus enzim déntd tobbségének nem felderi-
tett a kolcsonhatasrendszere, igy azoké sem, ame-
lyeket patogén mikroorganizmusok szekretdlnak.
Ezeknek é&ltalaban virulenciafaktor-funkciot tulajdo-
nitanak, ami logikus, hiszen egy patogén nagy hasz-

nat veheti peptideket és fehérjéket bont6 enzimeknek
a gazda szdveteiben val6 elérejutaskor, az immunva-
lasz elkeriilésében. Ertelemszer(, hogy az ilyen pro-
tedzok proteolitikus rendszerében az inhibitor oldal
gazda eredetdi inhibitort (is) fog tartalmazni, mert az
a gazda védelmét szolgalja. S6t, az ilyen inhibitor
véarhatéan a gazda immunvalaszanak a részét képezi.
Nagyon sok, patogének altal szekretilt protedz is-
mert, virulenciafaktor szerepiik azonban — egy-két ki-
vételtd] eltekintve — csak feltételezés, mert nemhogy
proteolitikus rendszeriik nem felderitett, de doéntd
tobbségiiknek még a szubsztratfehérjéi sem ismertek.

Kisérleteinkhez egyszerti és olcso, de igen hatékony
fert&zési modellt hasznalunk. Az elébbi tulajdonsa-
gokkal a gazda rendelkezik, ami esetiinkben két, a
Lepidoptera rendbe tartozé rovar, a dohanyszender
(Manduca sexta) és a viaszmoly (Galleria mellonella)
larvaja. A rovarok védekezése csak a velesziiletett
immunitason alapszik, azonban ennek a rendszer-
nek a felépitése sok tekintetben hasonlé a maga-
sabbrendek velesziiletett immunitasahoz, s6t, sza-
mos esetben azonos molekulakomponenseik is
vannak, igy a rovarokon tett megfigyelések hasz-
nosithatok a gerincesek tanulméanyozasaban is. Fer-
t6zési modelliinkben a patogén a Photorhabdus
(Enterobacteriaceae). A Photorhabdus-fajok altala-
ban rendkiviili rovarpatogenitdssal birnak, akar
egyetlen sejtnek a rovar testfolyadékdba jutdsa is
elegendé a fert6zés kialakuldsdhoz, ami mindig a
rovar pusztuldsaval végzddik. Noha behatoloké-
pességgel egydltalan nem rendelkeznek (ehhez a
természetben szimbionta partneriikre, a Heterorhab-
ditis fonalférgekre vannak utalva — amit kisérlete-
inkben injektélassal helyettesitiink), kivételes viru-
lencidjuk idedalis modellpatogénné teszi Gket. Ta-
nulségos lehet mds patogének fert6zési folyamata-
ira, valamint a velesziiletett immunitds miikodésé-
re nézve a Photorhabdus azon képességeit megtalal-
ni, amelyek lehet6vé teszik, hogy elkeriiljék a gaz-
da Osszetett és altalaban hatékony immunvalaszat,
illetve hogy felderitsék, hogy a gazda védekezésé-
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nek mely elemei kdrosodnak, ami miatt nem képes
néhany baktériumsejtnyi fert6zést felszamolni.

Ot kiilénbdz6 modszerrel megvizsgaltuk hisz
Photorhabdus-torzs proteazszekrécidjat kulttirdban
és fert&zési folyamat soran, olyan enzimet keresve,
amely mindkét koriilmény kozott elég koran jele-
nik meg ahhoz, hogy a virulencidban szerepet jatsz-
hasson [1]. A négy talélt enzimaktivitds koziil egy
metcinkin tipusti, PrtA néven ismert Zn-metallo-
protedz felelt meg a kritériumnak. A PrtA enzimek
az intersticialis kollagendzok csalddjaban (M10) a —
szerralizineknek is nevezett — bakteridlis eredettiek
kozé tartoznak (M10B alcsaldad). Az ebben az al-
csaladban ismeretes tobb mint 60 enzimet nagysza-
mu mikroorganizmus termeli, ideértve novényi és
humaénpatogéneket is. A szerralizineknek fontos
szerepet tulajdonitanak a virulencidban, azonban
ez csak feltételezés, mert nem ismertek a természe-
tes szubsztratjai, azaz olyan fehérjék, amelyeket
szelektiven és hatékonyan hasitanak.

A dohanyszender testfolyadékaban kerestiink a
Photorhabdus PrtA szamara célfehérjéket, hogy azo-
nositasukkal képet kapjunk a PrtA fert§zésben be-
toltott szerepérdl. Tizenhat olyan fehérjét talaltunk,
amelyeket a PrtA hatékonyan és szelektiven hasi-
tott in vitro [Felfoldi G. és mtsai (1), kézirat kozlésre
benydjtva]. N-terminalisuk alapjan hat fehérjét si-
kertilt az adatbazisokban azonositani, amelyek
funkciéi a velesziiletett immunitds minden f&bb
funkcidjat képviselik: immunfelismerés (B-1,3-glucan
recognition protein 2), immunvégrehajtds (szkolexin
A és B) immunszabalyozas és jelatvitel (hemocyte
aggqregation inhibitor protein, serin proteinase inhibitor 1
és serine proteinase homolog 3, SPH-3). Az SPH-3 pro-
teinr6l mindossze annyi irodalmi informécié allt
rendelkezésre, hogy ez a fehérje is immunindukal-
hat6. Kozel 100 olyan gén ismert, amely SPH fehér-
jét kédol, de eddig csak 6tnek sikeriilt funkciét ta-
lalni. A Bath-i Egyetem Stuart Reynolds és Richard
ffrench-Constant vezette kutatécsoportjaval egytitt-
miikddésben sikeriilt megallapitani, hogy az SPH-3
a sejten kiviili immunjelatvitelben tolt be fontos
szerepet [Felfoldi G. és mtsai (2) kézirat kozlésre be-
nyujtva]. Noha a mechanizmus még tisztazasra vér,
RNS-inaktivacios kisérletek alapjan megallapitot-
tuk, hogy az SPH-3 jelenléte nélkiil az immunvég-
rehajtasért felel6s peptideket és fehérjéket kodolod
gének aktivitasa represszalodik, és a fert6zést kove-
t6 indukcidjuk sem kovetkezik be, ugyanakkor az

immunreceptorokat kédold gének miikodése érin-
tetleniil marad. Ez arra utal, hogy rovarokban — az
eddigi elképzelésekkel ellentétben — az immunjelat-
vitel mér a sejten kiviili szakaszban is két, egymastol
elkiiloniilé dtvonalon halad. (Az immunjelatvitel
ezen szakasza rovarokban még teljesen felderitet-
len.)

Az eddig azonositott hat PrtA célfehérje funkciéi
arra engednek kovetkeztetni (a tobbi tiz fehérje
ismerete nélkiil is), hogy a PrtA (egyik) szerepe az
immunszuppressziéban lehet. A Photorhabdus en-
nek az egy enzimnek a termelésével is Osszetett ta-
madast tud intézni a gazda immunrendszere ellen,
célozva annak mindhdrom elemét, a felismerést, a
jeltovabbitést és a végrehajtast. Igy a PrtA is hozza-
jarulhat a Photorhabdus rendkiviili patogenitdsahoz.
Két altalanosabb tanulsidga is van eddigi eredmé-
nyeinknek: (1) Mivel az azonositott PrtA célfehérjék
a velesziiletett immunitas hordozéi, elképzelhetd,
hogy a tobbi szerralizinnek (példaul a humanpato-
gén Pseudomonas aeruginosa alkalikus protedzanak)
célfehérijéit is ebben a korben, s nem a szerzett
immunitasért felel6s fehérjék kozott kell keresni,
mint eddig tették. (2) Az SPH-3 esete példazza,
hogy egy (proteolitikus) virulenciafaktort eszkoz-
ként lehet hasznalni az immunrendszer komponen-
seinek és miikodésiiknek felderitésében.

A Photorhabdus-PrtA hasitéhely-specifitasanak
megéllapitdsa utan egy igen érzékeny és specifikus
szubsztratot fejlesztettiink ki [2], és annak segitsé-
gével kerestiik a PrtA proteolitikus rendszerében az
inhibitor oldalanak gazda eredetti tagjat. Mind a
viaszmollyal, mind a dohdnyszenderrel végzett ki-
sérleteink szerint létezik a keresett inhibitor, és az
valéban immunindukalhaté, tehat a rovar immun-
valaszanak a részét képezi. Ez a PrtA-inhibitor
(PAI) az els6 olyan szerralizininhibitor, amit eukari-
6ta szervezet termel. (Az eddig ismert szerralizin-
inhibitorok — igy a PrtA inhibitora, az Inh is — mind
prokariéta eredettiek, maguk a protedzt termeld
mikroorganizmusok termelik ezeket is.) N-termina-
lis szekvencidja alapjan a PAI kiilonbdzik nemcsak
a szerralizinek eddig ismert inhibitoraitél, hanem
az intersticialis kollagenazok (az M10 csaldd) masik
alcsalddjanak (M10A alcsalad), a matrix metallo-
protedzoknak az inhibitoraitél is. Viszont szinte tel-
jes aminosavszekvencia-azonossag adédott a do-
hanyszender és mds fajok lebocinjanak egy belsé
darabjaval. A lebocinok a rovarok testfolyadékanak
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immunindukalhat6 fehérjéi, amelyeknek funkcidja
ismeretlen. Erdekes szerkezet-biokémiai kérdés,
hogy a PAI milyen mértékben és hogyan kiilénboz-
teti meg az M10 csalad A és B alcsalddjaba tartozé
enzimeket, azaz a patogén szerralizin tipusu prote-
azat a gazda sajat matrix metalloproteazatél? En-
nek alapjan lehet-e olyan szintetikus inhibitort ké-
sziteni, ami ugyanerre képes?
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Summary

Lone oa-helices were previously thought to be
very rare in the protein world. However, two o-
helices could form coiled-coil structures, the most
abundant protein dimerization motif. They are
responsible for the dimerization of many myosin
motors, as well. We found that the head-proximal
region of the long coiled-coil tail is more flexible
in regulated than in non-regulated conventional

myosins. We succeeded to visualize such an
unstable coiled-coil by X-ray crystallography. By
studying a predicted dimerization domain of
class VI unconventional myosin, we showed that
it forms, instead of a coiled-coil, a highly charged
single o-helix (CSAH) that could extend the lever
arm of the motor. Moreover, using two newly
developed computational methods, a remarkable
number of additional proteins with various func-
tions were found to contain CSAH motifs.

Az o-hélix felfedezése 6ta eltelt tobb mint fél év-
szédzad, de még mindig tartogat Gjdonsédgokat ez az
alapvetd fehérjeszerkezeti elem. Kordbban &ltalé-
nosan elterjedt volt az a nézet, miszerint az o-hélix
csak a fehérjék harmadlagos szerkezetének védel-
mében lehet stabil, hiszen a szerkezet fenntartasat
biztosit6, karboniloxigén, és amidnitrogén kozti
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hidrogénhid-kotés a kornyezd vizmolekuldk téa-
madasdnak nem képes ellendllni. A fehérjék
hidroféb magjahoz hasonléan a membranok hid-
roféb kornyezete, valamint egyes szerves moleku-
lak mint a trifluor-etanol azaltal stabilizaljak az
o-hélixet, hogy tavol tartjdk a vizet a peptid-
gerinctdl.
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Az evolucié egyszeri és elegdns modszere az
o-hélix stabilla tételére, ha két jobbmenetes a-hélix
balmenetes helikalis feltekeredéssel coiled-coil szer-
kezetet, fehérje-,szuperhélixet” tud alkotni. Az
o-hélixeket ebben a szerkezetben egy hidroféb var-
rat stabilizalja. A coiled-coil a fehérjék vilaganak leg-
gyakoribb dimerizaciés motivuma (de léteznek ha-
rom-, négy-, s6t 6tlancu szuperhélixek is). Becslések
szerint a proteom 20%-aban megtalalhatdk, igy az
altalunk mér régoéta vizsgalt miozinokban is. A kon-
venciondlis, az izomkontrakciéért is felels miozin
(M2) , kétfejii” molekula, amelyet a hosszt , farok-
régid” coiled-coil szerkezete tart Ossze. Mivel a két
fej in vitro kisérletekben fliggetlen ergeneratorként
(motorfehérjeként) mitkodik, felmeriil a kérdés,
miért kétfejli az M2. Az egyik valasz, hogy a coiled-
coil farokrégio képes filamentumma rendezédni (a
hélixek felszini toltésmintazatai kozotti ionos kap-
csolat révén), ami a ,csoportos motor” miofibril-
lumok cstszéfilamentum-miikodésének az egyik
szerkezeti alapja. Masrészt az utébbi idSben kide-
riilt, hogy a , kétfejliség” eldfeltétele egyes M2 mo-
torok terhelésfiiggé mtikodésének [Id. Kovacs M.
cikkét ebben a lapszamban], valamint az tn. regu-
lalt M2 izoformék szabélyozasanak is. Ez utébbi ka-
tegoriaba tartoznak a gerinces-simaizom és sok ge-
rinctelenizom M2 (beleértve a mi ,,modelliinket”, a
kézvetlen Ca’'-kotéssel szabalyozott puhatesti-
izom-miozinokat), valamint az Gn. nem izom M2
paralogok. A szabalyozas tgy valésul meg, hogy az
alaphelyzetnek megfelel6 kikapcsolt allapotban
(ami alacsony Ca’*-koncentréciénal 4ll fenn) két M2
fej aszimmetrikusan egymashoz, s a coiled-coil farok
proximalis régidjdhoz (S2) kapcsolodik. Feltételezé-
siink szerint ez a szerkezet csak a coiled-coil S2 lete-
keredésével johet létre. Egy ilyen, ezek szerint erd-
sen flexibilis S2 fragmentum rontgendiffrakcios
szerkezetét sikeriilt meghatdroznunk (1. dbra) [1].
Hogy lehet egy instabil szerkezetet kristalyositani?
A triikk az volt, hogy egy 50 aminosavbdl allé, on-

BALIMET

HA%GLN
B53:MET

B56:MET

 BEO-LEU

1. abra A miozin-2 proximdlis S2 flexibilis coiled-coil
szerkezete. Ot modell (1nkn, 3bas, 3bat) eqymdsra szuperpo-
ndlva. Néhiny nem szokvinyos coiled-coil kolcsonhatisban
lévd oldallinc kiemelve szerepel. A szerkezet C-termindlis egy-
harmada a Leu-cipzir.

magaban szerkezet nélkiil S2 szekvencidhoz kimé-
raként hozzakapcsoltunk egy Leu-cipzar-motivu-
mot. A szerkezet dinamikus voltdra utal az a tény
is, hogy harom kiilonb6z6 kristalyformaban tiz kii-
16nb6z6 térszerkezett lancot kaptunk [2]. CD spekt-
roszkoépiai és kalorimetrids mérésekkel bizonyitot-
tuk, hogy csak a regulalt M2 fehérjékre jellemzé a
proximalis 52 nagyfokdu flexibilitdsa, mig a kozve-
tetten szabalyozott izoformak (ilyen a gerinces vaz-
izom M2) stabilabbak.

Lehet-e a természetben a kétszald szuperhélixek
mellett mds médon is stabilizalni egy o-hélixet pola-
ros kdrnyezetben? A nyolcvanas években egyes szin-
tetikus peptidekrdl deriilt ki, hogy képesek vizes ol-
datban is stabil egyszala o-hélix kialakitdsara [3,4].
Ezek a hélixek jellegzetes aminosavmintdzatot mu-
tattak, ahol ellentétesen toltott oldallancok helyez-
kedtek el négy aminosavnyi tavolsagra, igy az o-
hélix menetemelkedése sordn egymas f0lé kertilve a
koztiik kialakulé séhidak stabilizalhattak a szerke-
zetet. A kilencvenes években egy aktinkots fehérje, a

teriilete a motorfehérjék molekularis és szerkezeti biol6giaja, fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalata.

Nyitray Laszl6 az ELTE TTK biol6gus szakan végzett 1981-ben, azéta a TTK Biokémia
tanszék munkatarsa, 1997-t6l egyetemi docensként, 2007-t6l tanszékvezetSként. 1985-
ben, majd 1989-91-ig az Egyesiilt Allamokban (Boston Biomedical Research Institute, majd Brandeis
Egyetem) dolgozott. 1997 és 2004 kozott Széchenyi professzori Osztondijban részesiilt. F6 érdeklédési

Siiveges Daniel az ELTE TTK biol6gus szakdn végzett 2005-ben. A Biolégus doktori iskola Szerkezeti
biokémia programjaban szerzett abszolutériumot 2008-ban, jelenleg doktori disszertciéjan dolgozik.
2008 6szétbl az ELTE Biokémiai tanszéken egyetemi tanarsegéd. Kutatési teriilete a kétszalu és egyszala
o-hélixek, valamint a miozinszabélyozas szerkezet—funkci6 vizsgalata.
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kaldezmon centrélis, nagy toltésstirtiséggel bir6 sza-
kaszarol mutattak ki, hogy magéanyos a-hélixet ké-
pez [5]. Csoportunk hasonlé aminosavmintizatra
lett figyelmes egy nem konvenciondlis miozin (M6)
farokrészének vizsgalatakor. Bizonyitottuk, hogy a
predikcidkkal ellentétben a kérdéses szakasz coiled-
coil szerkezet kialakitdsdra nem képes, ellenben fizi-
ologias kornyezetben is stabil egyszala o-hélixet al-
kot [6] (2. dbra). Veliink egy id6ben egy masik miozin-
csalad, az M10 esetében is hasonld toltésmintazata
régiot fedeztek fel [7]. Felmeriilt a kérdés, hogy
mennyire elterjedt a fehérjék vildgaban az erdsen tol-
tott maganyos o-hélix (CSAH: charged single o-helix)
motivum? Két, alapvetSen kiilonb6z8 predikciés
programot készitettiink. Az egyik a szekvencia men-
tén Osszegzi a CSAH-szerkezetekre jellemz§ sta-
bilizal6 és destabilizalé hatdsokat (az ellentéte-
sen/azonosan toltott aminosavak szamat és egymas-
tol val6 tavolsagat, az ionparcsoportok kooperativ
hatasat, a hélix dipélmomentumaénak stabilizilasa
révén kialakul6 séhidak relativ orientdcidjat, a nem
toltott oldallancok szamat és helyét). A masik prog-
ram a toltdtt aminosavak mintazatanak periodicita-
san alapul: a pozitiv és negativ aminosavak elhelyez-
kedésébdl egy toltéskorrelacios fiiggvényt szamol, s
ennek a fiiggvénynek a Fourier-transzformaltja arul-
kodik arrél, hogy a szekvencidban megtaldlhaté-e a
CSAH szerkezeti elemre jellemz6 ismétl6dé toltés-
mintdzat. Az M6 és M10, valamint a kaldezmon mel-
lett a két program konszenzusat alapul véve tovébbi
140 fehérjében taldltunk minimum 40 aminosavnyi
hossztisagti CSAH-motivumot (ami valdszintileg
alulbecslés). A joslatok kisérletes alatamasztasara to-
vabbi két fehérje (GCP60 Golgi protein és M4K4
MAP-kindz) magéanyos o-hélixnek jésolt régidjat
klénoztuk, expresszaltuk, majd CD-spektroszképia-
val vizsgaltuk a kialakulé masodlagos szerkezetet és
annak stabilitdsat. Magas o-hélix-tartalmat mértiink
ezeknél is, amely a hémérséklet-novelés hatasara, a
coiled-coil szerkezettel ellentétben nem kooperativ
moédon denaturdlédott, de még 80 °C-on is ~30%
hélixtartalommal birt [8].

A CSAH-motivumot tartalmazé fehérjék kozott a sejt
miikodésének szinte minden fontosabb aspektusa
képviselt, a metabolikus enzimektdl, motorfehérjé-
ken at transzlaciés inicidciés faktorig. A maganyos
hélix funkciéjardl csak néhany esetben van kisérletes
adatunk: az M6 esetében sikertilt bizonyitani, hogy a
motordomén erékarjat meghosszabbitva a motor 1é-
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péshosszat noveli meg [9], mig a kaldezmon és né-
hany tovabbi fehérje esetében azt valdszindsithetjiik,
hogy a CSAH-szegmens két domén kozé ékelédve
afféle tavtart6 szerepet tolt be. Az egyszala hélixek
meglepGen nagy stabilitasahoz az ionpéarokon tdl a
Lys és Arg oldallancok hidroféb részének vizelvond
hatésa is hozzéjarul. Legajabb molekuléris dinamikai
szimulaciés kisérleteink meglepd médon azt sejtetik,
hogy a CSAH-motivum flexibilitasat, illetve merev-
ségét az Arg és Lys oldallancok befolyasoljak [10].
Zarszoként megallapithatjuk, hogy a maganyos
o-hélix csatlakozott a kétszala a-hélixhez, s egyiitt
alkotjdk a fehérjék vildganak két legegyszertibb,
leggazdasagosabb, de egyszersmind valtozatos sze-
reppel bir6 szerkezeti elemét.
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MIF: a gyogyszerkutatas uj korszakanak hirnéke

MIF: a new wave in drug discovery
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Osszefoglalas

A molekuldk interakciés viselkedési mintdzatainak
(Molecular Interaction Fingerprint, MIF) vizsgalata 4j
iranyzatot nyithat a gyégyszerkutatasban. Egy mo-
lekula MIF-képe annak egy elére meghatarozott
fehérjekészletre torténd in silico dokkoldsa soran
kapott kotésienergia-mintazatbol all elS. Vizsgala-
taink sordn jelent6s Osszefliggést tapasztaltunk 969,
az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyégyszerhi-
vatala (US Food and Drug Administration, FDA) altal
elfogadott gyégyszerhatéanyag MIF-mintdzatainak
és farmakoldgiai profiljainak hasonlésdga kozott.
A MIF-hataspredikcié az altalunk vizsgélt gyogy-
szerhatéanyag-molekula koziil 8 esetében COX-1-
és COX-2-gatlo hatast igért. A 8 molekula koziil 4
esetében ezt a hatast in vitro kisérleteink valéban
igazoltak. A MIF-eljarés és a 969 molekula MIF-min-
tazata, valamint hatas- és mellékhatasadatai elérhe-
t6k a publikus MIF DataBase weboldalon.

Zahordnszky, G.!, Simon, Z.!, Yang, Z.,
Jelinek, B., Hdri, P’, Mdlndsi-Csizmadia, A."
1 Department of Biochemistry, E6tvos Lorand
University, H-1117 Budapest, Pazmany Péter
sétany 1/C, 2 Delta Informatika Zrt., H-1033
Budapest, Szentendrei tt 29-53., Hungary

Summary

Prediction of clinical and side effects of drug
molecules through their complex interaction
behavior is a promising alternative of drug
development. We present a novel Molecular
Interaction Fingerprint (MIF) generating
method which aims to relate the multiple bind-
ing patterns of drug-like molecules with their
pharmacological profiles. MIF is a set of bind-
ing free energies of a drug molecule to a series
of protein surfaces. Strong correlations were
obtained between MIFs and pharmacological
profiles of 969 drugs approved by the US FDA.
The MIF method predicted COX-1 and COX-2
inhibitory effect for 8 approved drug molecules
which was proven for 4 of them by in vitro
experiments. The MIF Method and the MIFs of
969 approved drugs are available through the
public online MIF DataBase.

Az 1j in silico, azaz algoritmusokra éptiilé informati-
kai technologidk a gyodgyszerkutatdsban is megvetet-
ték labukat, ezekre példa a tobb évtizede alkalmazott
QSAR, azaz kvantitativ szerkezet—aktivitas osszefiig-
gés-vizsgalat, valamint a Virtual Screening, azaz célfe-
hérjék és szerves molekulak kozotti kolcsonhatast
modellezé eljardsok. A varakozéasokkal ellentétben,
az évente felfedezett Gj gyogyszerhatéanyagok sza-
ma nem né. A polifarmakologia 4j kelet(i elmélete
szerint az egyes hatéanyag-molekuldk tobb fehérjé-
vel is kolcsonhatasba 1épnek, egy hasonlé elmélet, a
halézati farmakolégia szerint pedig a fehérjék kol-
csonhatasi halézataba avatkoznak be.

MIF-eljaras. Kutatasunk célja olyan hataspredikcios
eljaras kifejlesztése volt, amely segitséget nydjt dj
gyogyszermolekulak tervezésében, valamint ezek

élettani hatasainak gyors, szisztematikus feltérképe-
zésében. Tovabba lehetSséget kindl mar ismert
gyogyszerhatéanyagok a jelenlegitdl eltérd terdpids
alkalmazasi teriiletének felderitésére. Az eljaras alap-
otlete, hogy a szervezet felismerSképességét egy fe-
hérjekészlettel imitdljuk, amelyben a kiilonb6z6 kots-
zsebek az egyes molekuldk szaméra egy diszkrimina-
torfeliiletet adnak. Ezt az affinitasi mintazatot egy is-
mert in silico eljaras, igynevezett molekuldris dokko-
las segitségével allitjuk el6 [1,2]: az egyes molekuldkat
89 el6re meghatdrozott, kiilonbozé fehérjére dokkol-
juk, az affinitasi értéket pedig a dokkolt szerkezet ko-
tési szabadenergia-értékébdl szarmaztatjuk. Egy
adott molekula affinitdsi mintdzatat molekularis in-
terakcids ujjlenyomatnak (MIF) nevezziik. Fontos
megjegyezni, hogy az eljarasban nem hasznaljuk ki
azt, hogy valamely fehérje egyben célfehérjéje is egy
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molekulanak, hiszen a dokkolt molekulak nagy ré-
szének egyetlen ismert célfehérjéje sem szerepel a 89
fehérje kozott. Kisérleteink soran kb. 2 500 000 dokko-
lassal elkészitettiik a jelenleg forgalomban 1év6, az
FDA altal elfogadott kozel 1000 gyégyszerhatdanyag
MIF-mintazatat.

Hatéspredikcié. Egy adott molekula MIF-mintéza-
ta felfoghat6 egy 89 dimenzidju vektornak, ahol az
egyes dimenzidkat a fehérjék jelentik, a koordinata-
értékek pedig az adott dimenzidban, tehat fehérjén
mért affinitdsi értékek. Igy két MIF kozotti hasonls-
sagot, illetve tavolsagot a két MIF-, vektor” altal be-
zart szogértékkel jellemezhetiink, amely a két mo-
lekula kozotti hasonlésédgot kvantitativan jellemzi.
Minden molekuldhoz meghatérozhat6 tehat egy lis-
ta, amely a tobbi molekulat MIF-hasonléséagiérték
szerinti csokkend sorrendben tartalmazza. Ezt ne-
vezzitk MIF-szomszédsagi listanak. Alapfeltétele-

zéslink szerint a listat , birtoklo” molekula farma-
kologiai profilja hasonlé a lista élén allé molekuldk
profiljdhoz. Ennek segitségével olyan élettani hata-
sat jelezhetjiik elére molekuldknak, amelyek eddig
ismeretlenek voltak.

Validalas. A MIF-eljaréas hatas-elSrejelzé pontossa-
gat az ugynevezett ,leave-one-out” modszerrel vali-
daltuk, statisztikailag. E modszer 1ényege, hogy az
adatbazisban szereplé mindegyik molekuldnak az
ismert hatasait prébaljuk visszakapni dgy, hogy
csak a MIF-szomszédsagi listaja élén szerepld mole-
kuldk ismert hatasaira tdmaszkodunk. Az igy nyert
elérejelzési helyességek atlaga jellemzi a MIF-elja-
ras elbrejelzd képességét. A valés adatbazison ala-
puld értéket egy Osszekevert, randomizalt adatba-
zison kapott értékhez viszonyitva elmondhato,
hogy a MIF-eljaras 90% konfidenciaszint folott ké-
pes egy molekula vérhat6 hatasat elSrejelezni.

Simon Zoltan biol6gus, diploméjat 2005-ben szerezte az Eotvos Lordand Tudoméanyegyetemen. Szak-
dolgozati témdja egy kombinalt stopped-flow/temperature jump késziilék kifejlesztése volt. Ugyanebben az
évben kezdte meg doktori tanulmanyait az ELTE Szerkezeti Biokémia programjaban, melynek kereté-
ben a MIF médszer kifejlesztése mellett a human 4-es tripszin bels§ viszkozitasat vizsgalta. Doktori ta-
nulményai 2008-as befejeztével az ELTE-vel szorosan egytittm(ikodé Delta Informatika Zrt. kutatas-fej-
lesztési igazgatdja lett.

tori értekezésének témaja az emésztSenzimek szerkezet-miikodés dsszefiiggései, egy évig foglalkozott
gyogyszerfejlesztéssel az Alapitvany a Rak Megel&zéséért és Hatdsos Kezeléséért human sejtvonalakat
tesztelS laboratériuméban. Tobb, az ELTE-n futé magyar és nemzetkozi palyazatban projektmenedzser,
két magyarorszéagi és egy eurdpai uniés projektmenedzsment-kurzuson szerzett oklevelet.

Magyary-o6sztondijat, illetve az EU FP7 ERC Starting Grant palyazatat. F6 kutatasi témaja: motorenzi-
mekben kialakul6 intramolekuldris er6k hatdsa az enzimreakcidkra, s az éltala alapitott és vezetett bio-
informatikai csoporttal tobb 6néll6, gyogyszerfejlesztéssel kapcsolatos projekten is dolgozik.

Zahoranszky-K6halmi Gergely vegyészmérnoki tanulmanyait a Budapesti Mtiszaki és Gazdasagtudo-
manyi Egyetemen és a New Mexico State University (USA) végezte. 2004-ben készitett diplomamunka-
jat a BMGTE a Maté Tibor emlékére alapitott innovaciés diplomamunka-dijjal jutalmazta. Fejleszt-
mérnokként 2005-ig a Sanofi-Aventis Nyrt.-ben dolgozott, majd 2006-ig szintézisvezets kutatoként az
AMRI Hungary Nyrt.-ben. 2006-t61 az ELTE Biokémiai Tanszékén miikodé bioinformatikai csoportban
végez kutatast, a Biol6giai Doktori Iskola keretében.

Yang Zhenhui az ELTE Szerkezeti Biokémia doktori programjanak harmadéves hallgatéja, 2005-ben
szerzett egyetemi végzettséget a Kinai Katonai Orvosi Akadémia Orvosbiolégiai Intézetében, Pekingben.
A szamitogépes kémiai szoftverek és programozas mellett behatéan ismer szamos molekuldris biolégiai
és biokémiai labortechnikat, jaratos kiilonboz6 gydgyszertervezési és allatkisérletek tervezésében és ki-
vitelezésében. Rendelkezik kinai orvoslés irdnyt egyetemi végzettséggel is.

Jelinek Balazs biol6gus, tudoméanyos munkatars az ELTE Biokémiai Tanszékén. Dok-

Hari Péter villamosmérnokként végzett, 2000 6ta a Delta Informatika Zrt. innovaciés igazgatdja. Veze-
tésével a Delta Zrt. szamos sikeres tudomanyos projektben miikodik egytitt egyetemi kutatécsoportok-
kal.

Malnasi-Csizmadia Andras biologus, egyetemi docens az ELTE Biokémiai Tan-
székén. Els6ként és eddig egyediiliként kapta meg Eurépaban mind az EMBO Young
Investigator, mind az EMBO/HHMI Researcher dijat, valamint elnyerte a Békéssy- és a




Z AHORANSZKY-KOHALMI GERGELY ES MTSAI

BIOKEMIA, 32: 95-97 (2008)

Kisérleti eredmények. A molekuldk MIF-mintaza-
tan alapuld analizis 8 gyodgyszer esetében tart fel
egyértelm, eddig ismeretlen COX-1-, illetve COX-2-
gatlo hatast. Kisérleteink sordn igazolast nyert, hogy
a 8 koziil 4 szer valoban COX-inhibitor hatassal ren-
delkezik, ami azért is kiilondsen jelentSs eredmény,
mert sem a COX-1, sem a COX-2 nem szerepelt a
dokkolas soran alkalmazott 89 fehérje kozott. A 4
szer koziil az egyik az aszpirinnél is erésebb COX-1-
és COX-2-inhibiciés hatassal rendelkezik.

Adatbazis. Az FDA altal jévahagyott 969 gyogy-
szerhatéanyag MIF-mintdzataib6l eldallitottunk
egy interneten hozzaférhets, publikus adatbazist,
MIF DataBase néven [3]. Ebbe az adatbazisba integ-
raltuk a molekuldk ismert farmakolégiai profiljat
(hatas- és mellékhatasi adatokat), szerkezetét, gene-
rikus neveit, valamint kozismert azonositéit, ame-
lyeket adatbanyészati eljarassal nyertiink a DrugBank

adatbazisbdl [4].

A MIF-analizisek sordn esetenként szerkezetileg ta-
voli molekulak is igen kozeli MIF-szomszédsagba ke-
riiltek. Ez szamunkra megmutatta, hogy a MIF ké-
pes a molekulak a szerkezeti informacién tilmutato,
komplexebb tulajdonsagainak felismerésére. (A mo-
lekulak szerkezeti hasonlésdgénak megéllapitasa-
hoz JChem Base szoftvert hasznaltuk [5].) Ugy gon-
doljuk, hogy a MIF DataBase, illetve annak motorjaul
szolgalo MIF eljaras jelentGs attorést fog eredményez-
ni a molekulék élettani hatdsainak felderitésében, to-
vabba mar ismert gydgyszerhatéanyag-molekulak
terdpias alkalmazasi tertileteinek felderitésében.
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Negyvenéves az ELTE Biokémiai Tanszék

Szeptember elején az ELTE Biologiai Intézetének
Biokémiai Tanszéke emlékiilést szervezett a tanszék
alapitasanak 40. és az alapit6 professzor, Bir6 Endre
halalanak 20. évforduléjara emlékezve. Az oldott
hangulata sszejovetel elsé felében a tanszék mult-
jat és Bir6 Zebi (ahogy baratai hivtak) emlékét idéz-
ték fel az eladok: Szent-Gyorgyi Andras (a bostoni
Brandeis Egyetem emeritusz professzora, az MTA
tiszteletbeli tagja), aki Bir6 Endre elsé munkatarsa
volt Szent-Gyorgyi Albert budapesti laboratériuma-
ban, , Kezdet és szellemi atmoszféra” cimmel emlé-
kezett; Gergely Janos (a bostoni Biomedical Research
Institute nyugalmazott igazgatdja, az MTA tisztelet-
beli tagja) a Bir¢ iskolanak az aktomiozinkutatasban
elért eredményeit méltatta; Miihlrad Andras (a jeru-
zsélemi Hebrew Egyetem nyugalmazott professzo-
ra) a Tanszék 1957-t61 1968-ig tartd ,elGéletét” mu-
tatta be; végiil Graf Laszl6 professzor (az MTA ren-
des tagja), aki Bir6 Endre utan 21 évig vezette a tan-
széket, szorakoztatta a szép szamban 6sszegytilt ko-
zOnséget és emlékezett ,a boldog szép napokra”.

Az emlékiilés masodik felében a tanszék munkatar-
sainak tudomaényos el6adasai hangzottak el. A va-

laha egy-, majd kéttémds tanszék, amelyet a Biro-
korszakban az izombiokémiai, majd a Graf-korszak
nagy részében a szerin protedzok és inhibitoraik
kutatasa fémjelzett, mai tiz kutatécsoportjaval mar
sokkal szélesebb kutatdsi palettan dolgozik. J6-
magam, aki egy éve vettem at a tanszékvezetés sta-
fétabotjat, az ,egyszertiséget dicsértem”: a miozi-
nok egyszalu és kétszalu a-hélix szerkezeti elemei-
vel kapcsolatos eredményeinkrél szamoltam be.
A tanszék negyvenéves torténetének két, még aktiv
szemtanuja koziil Hegyi Gyorgy a , gtizsba kotott”
aktinfilamentumok viselkedésérdl beszélt, mig
Szilagyi Laszl6 a ,miozin limitalt proteolizisétél
a protedzok mutageneziséig” terjedd kutatasait
foglalta Ossze. Az emlékiilésen is bemutatkozé
munkatarsaim t6bbségének eredményeirsl a
Biokémia olvaséi e szam hasabjain részletesebb
beszamolodkat is olvashatnak. A tovabbi két kutato-
csoport koziil Reményi Attila a protein kinazok és
az allvanyfehérjék szerkezeti viszonyat kutatja
(1d. Biokémia (2007) 31: 42-46), mig Kardos Jézsef
az amiloid fehérjék kialakulasat és tulajdonsagait
vizsgélja.
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A Biokémiai Tanszék 40 évének szakmai teljesitmé-
nyét és oktatdsi feladatait tekintve tanszékiink ok-
tatja, ma mar a kétlépcsGs BSc- és MSc-képzés kere-
tében, a tobb szaz biolégus- (valamint kisebb szdmu
kémikus- és biofizikus-)-hallgat6 részére a biokémia
és molekularis bioldgia, géntechnoldgia, valamint
fehérjetudomany kotelez$ targyakat, ezenfeliil tu-
catnyi valaszthaté kurzust. Kiemelendd, hogy a re-
kombinans DNS-technikdk oktatasat kiilon targy-
ként az orszdgban el§szor mi vezettiik be, a nyolc-
vanas évek masodik felében. A tanszékhez kothetd
az ELTE Biolégus doktori iskola egyik legnagyobb

(Graf Laszl6 vezette), ,Szerkezeti biokémia” nevl
programja. A tanszék munkatdrsainak kozremtko-
désével Osszesen 266 angol nyelvii kozlemény
(amelynek a fele az utols6 10 év termése), 121 egye-
temi szakdolgozat, 27 egyetemi doktori, kandidatu-
si és akadémiai doktori, valamint 25 PhD-disszerta-
cio sziiletett. A tanszék munkatérsai koziil kordbban
6 Széchenyi professzori 0sztondijas volt, jelenleg 4
Bolyai Janos kutatasi ¢sztondijasunk van. Tovabbi
részletek olvashatok az emlékiilés alkalmaval megje-
lent kiadvanyunkban (http://biokemia.elte.hu/kindvany).

Nyitray Laszlo

A harmadik idoszak kezdetén

Harmickét éves lettem én —
s elbiicstizom, mint kozlemény,
papir-
lapi...
mormolhatnd folyéiratunk mélabtisan egy labora-
toriumi szegleten, visszatekintve ember6ltényi 1éte
emlékeire. Harmickét év utdn ez a Biokémia utolso
papirra nyomtatott szdma, ezt kdvetSen a periodi-
ka mar csak az interneten lesz elérhetd.

Nem mintha most keriilne a folyéirat a vilaghaléra:
az 1998 6ta napjainkig megjelent szamok fent van-
nak az egyesiileti honlapon. Most azonban
megvalunk a — koltséges — nyomtatott alaktdl, s a
Biokémia a jovében internetes folyoiratként él
tovabb. Mondhatni, harmadik korszak indul hat a
folyéirat életében: a Héskor, majd a Korszertiség
Kora (lasd Gréf L., lejjebb) utan a Vilaghal6 Kora.

A Héskor valéban a hdskor volt. A Magyar Kémi-
kusok Egyestiletébdl , lef(iz6d6” egyestilet és foly6-
iratdnak alapitasa, mely utdbbi szorosan és elide-
genithetetlentil kotédik Bagdy Daéniel nevéhez, a
lap odaaddan megszallott alapitéjaéhoz, aki hu-
szonegy évig végezte a felel6s szerkeszt6 aldozatos
munkdjat. Az indulé folyéirat stulyat nemcsak az
adta, hogy egy tjonnan alakult egyesiilet t4jékoz-
tatdjaként hivtak életre, de az is, hogy joszerivel az
egyetlen olyan sajtéanyag volt, amely szakmai
kommunikaciés csatornat teremtett a nagyvilagtol
akkor, a mai viszonyokhoz képest még — legalabbis
politikai értelemben — lényegesen elszigeteltebben
miikodd, és publikaciés technikai lehetSségeiben is
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szerényebb eszkozokkel rendelkezé magyar bioké-
miai szakma szamara. E kiildetés faradhatatlan mo-
torjaként dolgozott Bagdy Daniel. Kiilonos, ugyan-
akkor impozans a kontraszt a lap pezsgd szakmai
szinvonala és akkori, stencilezett kiilalakja kozott.

A stafétabotot 1998-ban vettem at Bagdy Danieltdl,
aki részint id&s kora, de sokkal inkabb az egyesiilet
belsé 4talakuldsa miatt lekdszonni kényszeriilt.
Akkor még csak harom éve voltam a szerkesztSbi-
zottsag fiatal, amde aktiv tagja, s a magam részérdl
gy éreztem, az elsG perctSl kezdve élvezhettem
Dani bacsi bizalmat, és kényszerli visszalépése
miatt rossz érzést irinyomban nem taplélt. Nagy
veszteség volt, hogy alkot6 kozremiikodésére nem
szamithatott tovabb a folyoirat, és kiilondsen faj-
dalmas, hogy alig tobb mint egy évvel lekdszonése
utan végleg eltavozott koziiliink. Ahogy Graf Lasz-
16 talaléan fogalmazott nekrolégjaban: ,,a Biokémia
Bagdy Dinielnek a felelds szerkesztdi posztrol valo ta-
vozdsit kovetden korszeriibbé vilt ugyan, elvesztette azt

/////

Az elkovetkezs tizenegy év temérdek — el6domhoz
hasonléan tarsadalmi munkédban végzett — tenni-
valéval teld, dromteli id6szak volt. A folyoéirat ,,Gj”
profilja megujul6 alaki megjelenésével parhuzamo-
san alakult ki. Arra torekedtiink, hogy — a szerkesz-
tés korabbi értékeit megtartva — bemutassuk a hazai
biokémiai miihelyek munkajat, ekozben lehetSséget
teremtsiink a bemutatkozasra fiatal, palyakezdd ku-
tatoknak. Talan az egyetlen ,hungarikumkovetel-
mény” annyi volt, hogy legyen a k6z6lt munkaknak
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magyar vonatkozasa, akar azért, mert megirdja ma-
gyar vagy magyar szarmazasu, mert az eredmények
hazai kutatocsoportokkal egytittmiikodésben ké-
sziiltek, de az is adhatta az apropét, hogy a szerzé
kiemelkedd hazai elismerésben részesiilt. Akar igy,
akar ugy, igyekeztiink a legszinvonalasabb szakmai
eredményekrdl (is) szamot adni a lapban. Hogy ezt
mennyiben sikeriilt elérni, dontse el az Olvasé.
Ehelyiitt alljon csupan egy hevenyészett osszefog-
lal6: 1998 6ta 1160 oldalon 103 szakcikket (koztiik 11
rovid koézleményt) kozoltiink, s emellett 44 altalanos
publicisztikai irds, 57 rendezvény- vagy konferencia-
beszamold, 38 konyv recenzidja, 12 technolégia-
ismertetd, 11 kiilonféle szakmai dij odaitélését mél-
taté irds és sajnos 14 nekrolég latott napvildgot.
Szerz8ink kdzott nem csupan a hazai biokémiai ku-
tatds nagyjait talaljuk, de szamos vilaghird kiilfoldi
(vagy kiilfoldon €16 magyar) kutato, koztiik harom
Nobel-dijas is irt szakcikket a lapba. Szivmelengetd
személyes emlék visszagondolni Avram Hershko,
Aron Ciechanover vagy éppen Lanyi Janos szivé-
lyes soraira cikkeik megjelenését kdvetGen, s tudtom-
mal 2002. mérciusi szamunk boritéja a mai napig
biiszkén diszeleg Julius Rebek professzor igazgatoi
irodéjanak faldn a Scripps Intézetben, a kaliforniai
La Jollaban. Nem csupan formai valtoztatas okan
lényegében 1999 6ta megfeleliink az Institute for
Scientific Information (ISI) tudomanyos impakt faktor
nyilvantartasdhoz sziikséges valamennyi formai
szabalynak, s ,csupan” az egyesiilet Intéz8 Bizott-
saganak dontése volt, hogy nem palyaztunk arra,
hogy az ISI hivatalosan nyilvantartsa a lapot. (A ve-
zetGségi dontés — 2000. évben — tigy sz6lt, hogy jobb
a hazai biokémiai szakma egyetlen magyar nyelvd,
ha nemzetkdzi szinten nem is jegyzett férumanak
lenni, mint a nemzetkozi folydirat-aradat egy,
mondjuk, 0,05-6s impaktfaktort tagjanak.)

A folyéirat profiljdhoz lazén illeszkedd, tobbé-
kevésbé alland6 rovatként honositottam meg a
Miivészsarok szekciét, amelyben XX. szazadi és kor-
tars modern képzémivészeket szerepeltettem
Aba-Novak Vilmost6él vagy Lossonczy Tamaéstol
Zavodszky Ferencig vagy K& Boldizsarig (6sszesen
34 alkalommal). A rovatot, melyben munkahipotézi-
se szerint a természettudomény és a képzémiivészet
kapcsolatat torekedtem boncolgatni (mar amikor ez
sikertiilt), a hazai tudomanyos élet rangos eseménye
inditotta meg: az MTA 1998-as kozgytilésén Marosi
Erng akadémikus foglalkozott ,,A tudomdny és a mii-

vészet kozotti diskurzus lehetdségével” (Biokémia, XXII
(4): 77, 1998). Ha mast nem, egyet biztosan sikertilt
bemutatni az évek sordn: a tudomanyos kutatas is
teremt vizualis esztétikai értéket, melyrdl ranézésre
nem tudhatjuk, tudomanyos vagy muvészi alkotds-
sal van-e dolgunk. Ilyen szakmai illusztraciét nem
egyszer volt médunkban kozolni, szimomra a leg-
kedvesebb mégis talan a 2001. juniusi szdmunk Kiss
Ibolyatol (SzBK) kapott cimlapképe.

A kiadas pénziigyi lehetGségei kezdetben kedveztek
a foly6irat mindezen bévitéseinek. Nemcsak allami
és alapitvanyi tAmogatasért palyaztunk sikerrel, ha-
nem tobb kereskedelmi cég is alland6 hirdet&je volt
a lapnak. Utélag is koszonet illet ezért sokakat, pél-
daul az Applied Biosystems, a Sigma-Aldrich vagy a
Bio-Science Kft. cégeket (hogy csak harmat emlit-
sek). Ilyen médon a lap 1999-t61 1ényegében onfenn-
tartova vélt, sét anyagi hasznot hozott az egyesiilet-
nek. Mindez megmutatkozott a terjedelmen (egyes
szamok 36 oldalon jelenhettek meg) és abban is,
hogy szines beliveket is megengedhettiink magunk-
nak. Sajnos azonban a palyazati forrasok elapadtak
(utoljara az OTKA publikaciés tamogatas 2003-ban),
s a hirdetdk is fokozatosan visszaléptek. Utébbi tiz-
leti szempontbdl érthets: a Biokémidban elhelyezett
szakmai anyagok legfeljebb termékismertetésnek
nevezhetdk, kereskedelmi értelemben nem megtérii-
16 hirdetések. Ennek tudatdban a cégek afféle tdmo-
gatasként fizették a hirdetési dijakat, amig tehették.
2006-t6l sajnos mar csak két alland6 hirdeténk ma-
radt, a Kvalitex Kft. és az Aktivit Kft. Koszonet lan-
kadatlan tamogatasukeért!

A folyoéirat szerzdit is koszonet illeti. Az egyre ne-
hezedd pénziigyi helyzetben arra kényszertiltiink,
hogy anyagi hozzajarulast kérjiink a szines cimlap-
képekhez. Sokan nytijtottak publikaciés tdmogatast
ilyen cimen, ehelytitt szerepeljenek abécérendben:
Csermely Péter (SOTE), Fénagy Adrien (NKI), Jékely
Géaspar (Max Planck Institut), Kesertd Gyorgy
(Richter Rt.), Kiss Anna (SOTE), Kiss Ibolya (SZBK),
Kolev Kraszimir (SOTE), Mandl J6zsef (SOTE),
Méhes El6d (SZIE), Nagy Laszl6 (DE), Novéak Béla
(BME), Nyitray Laszlé (ELTE), Perczel Andras
(ELTE), Poppe Laszl6 (BME), Puskas Laszlé (SZBK),
Rakhely Gabor (SZE), Julius Rebek (Skaggs
Institute), Reményi Attila (ELTE), Sallai Laszlo
(SOTE), Stimegi Balazs (PE), Szabad Janos (SZE),
Szarka Andras (BME), Székacs Andras (NKI), Tompa
Péter (Enzimologiai Intézet), Tyihak Erné (NKI),
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Vértessy Bedta (Enzimologiai Intézet), Vonderviszt
Ferenc (Pannon Egyetem).

De hiaba az er6feszités: a folyéirat mind kisebb mér-
tékben volt képes megtermelni sajat onkoltségét, igy
2005 6ta egyre nagyobb anyagi terhet rétt az egye-
stiletre. Az, amig lehetett, igyekezett a folydiratot
fenntartani, de a helyzet végiil elvezetett az egyesiilet
kozgytilésének s utdbb Intézé Bizottsdganak ahhoz
a dontéséhez, hogy a folydiratot a jovében nyomta-
tott formaban nem adja ki, és ezzel megtakaritja
mind a nyomdai, mind a postakoltségeket. Piaci ér-
telemben a dontés érthetd és kényszert, én azonban
a f6szerkeszt6i munkat a tovabbiakra mar nem val-
laltam, mivel tigy gondolom, hogy a nyomtatdsban
megjelend Biokémia megsziinése pétolhatatlan vesz-
teség: ez volt a szakteriilet egyetlen olyan hazai f6-

Folytatasa kovetkezik...

Amint Székacs Andras frdsabol a Tisztelt Kollégak
értesiilhettek, 2008-ban a MBKE vezetSsége az
egyesiilet kozgytilésének dontésére alapozva ugy
hatarozott, hogy megsziinteti a Biokémia folydirat
nyomtatott forméjanak kiadasat. A folyéirat nem
szlinik meg, hanem - szdmos nemzetkozi folyoéirat-
hoz hasonléan — elektronikus forméban jelenik meg.

s _z

Az Intéz6 Bizottsag tagjai természetesen nem 6rom-
mel dontdttek a nyomtatasban megjelend folyoirat
megszlinésérdl, a dontést kizarélag anyagi szem-
pontok motivaltak. Sajnalatos médon a folyodiratot
tdmogatd hirdetSk szdma az utébbi években meg-
csappant, ami oda vezetett, hogy a Biokémia kiada-
sdnak az egyesiiletet terhel§ koltséghanyada 2008-
ban mar évi 1,4 milli6 forintra rigott. Osszehason-
litasként szeretnénk megjegyezni, hogy a tagdijak-
bél befoly6 éves bevétel 1 millié Ft koriil alakul.

A Biokémia papirra nyomtatott formdja 32 év utan
szlinik meg. Ez nyilvanvaldéan sok szempontbdl
veszteség az egyesiilet szamara, hiszen sok tagtar-
sunk szdmadra ez volt az egyesiilet miikddésének
,kézzel foghat6” formaja. Székacs Andrés lekoszo-
né fGszerkesztS 1998-ban vette at a posztot. El6dje,
Bagdy Daniel legendds szakmaszeretete, lelkesedé-
se és aldozatvéllalasa egyesiiletiink torténetének
szerves részévé valt. Az utébbi 10 év alatt a Biokémia
a kor kihivasainak megfelelve Gjult meg mind kiilsé
formajaban, mind belsé tartalmaban. A konyvrecen-
zi6k és a publicisztikai irasok mellett tobb mint 100
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ruma és nyomtatott hirmonddja, amely nemcsak ak-
tudlis informacids csatornaként szolgélt (ezt ellatja
majd az internetes verzi6 is), hanem kor- és tudo-
manytorténeti dokumentum is volt, melynek révén
egy évszazad multan is visszatekinthet és képet al-
kothat majd az érdekl6dé a korszakrol.

Mi lesz a lap jov&je? Elektronikus forméajaban folyo-
irat marad, vagy hirlevéllé alakul? Mindezt a jov6
donti el, s a magam részérdl azon leszek, hogy 4j
alakjaban is tartalmas legyen. Am igy, a nyomtatott
korszak végeztével, a felelGs szerkeszt8i posztot at-
adva utédomnak, Sz(ics Marianak, szomordan bu-
cstizom az Olvasoktdl. Orém volt Ondket szolgdlni.

Székics Andris
felelds szerkesztd

szakcikk jelent meg, lehet8séget adva a bemutatko-
zasra minden kutaté szamara, a legfiatalabb korosz-
talytol kezdve a Nobel-dijjal elismert tudésokig. Az
egyesiilet vezetGsége ezért halds koszonetét fejez ki
eztton is Székdcs Andrésnak allhatatos, szinvonalas
munkéjaért. Bizunk benne, hogy — mint a Szerkesz-
tébizottsag tagja — tovabbra is segiteni fogja szakmai
tapasztalataival az djsag megjelenését.

Az egyesiilet vezetSsége eltokélt abban, hogy a fo-
lyéirat értékeit megodrizze, s6t, kihasznélva az elekt-
ronikus kiadas el6nyeit, tovabb fejlessze. Ennek ré-
sze, hogy megbizdst adott Sziics Marianak (SZBK,
Biokémia Intézet) az 4j formatumti lap f6szerkeszt6i
posztjara, aki nagy lelkesedéssel kezdte el munka-
jat. Tervei kozott szerepel a hazai mtihelyek, iskolék,
illetve kivalo kutatoink bemutatdsa, visszaemléke-
zések megjelentetése, kiemelkedd publikaciok mél-
tatasa, illetve beszamolok hazai és nemzetkozi kon-
ferenciakrol. Természetesen szakcikkek megjelente-
tésére tovabbra is lehet&ség van. Ugyanakkor az on-
line megjelenés lehet&séget ad arra is, hogy hirdeté-
sek, konferencia- és pdlyazati informdciok is rovid
hataridével eljussanak a tagtarsakhoz. Az egyesiilet
vezetGsége bizik abban, hogy a Biokémia nyomtatott
forméaban torténd megsziinése Osszességében nem
veszteség lesz az egyesiilet szamdra, hanem 1j, a
XXL. széazadi lehetSségekkel €16 korszak nyitanya.

Fésiis Ldszlo Buday Ldszlé
elndk fotitkdr



Stefanovits Péter, NG a laborban I. (1998),

szita és litogrifia
dada akadémidn nétt fel / a tudés ki igy /
vizsgdlja a nét  (Gadl Jozsef)

Festok Tarsasaganak dija (1998).

libabérben  (Gadl Jozsef)
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Stefanovits Péter, N6 a laborban V1. (1998), szita és litogrifia
bolyhos hidny vardzs / a groteszk hirpia / mint dzott kopeny / vesszofuto

Stefanovits Péter 1978-ban végzett a Magyar Képzoémdvészeti Fdiskola sok-
szorositd grafika szakan, mesterei Raszler Karoly és Rozanits Tibor. Alkotasai

megtalalhatok a Magyar Nemzeti Galéria, a pécsi Janus Pannonius Mizeum
Modern Képtara, a Miskolci Galéria és a Herman Ottd Mlzeum, valamint a gyori
Xantus Janos Mdzeum és Varosi Képtar kozgyQjteményeiben. 1977 6ta rend-
szeresen szerepel egyéni és csoportos kiallitdsokon, Jelenleg a Nyugat-Ma-
gyarorszagi Egyetem Savaria Egyetemi Kdzpontjanak docense, valamint grafikai
technikakrol oktat szakmai tovabbképzéseken. Fobb kitlintetései: Derkovits-6sztondij (1984, 1986), Munkacsy-dij (1997), a Magyar

Pataki Gabor igy méltatja: , Stefanovits egész eddigi palyafutasan végig érzékelhetd, hogy a technikai perfekcié sohasem volt szdmara éncél,
amagyar grafika kondori-csohanyi, kozosségre apellalo etikai kérdésekkel vivodd szemléletének droksége szinte mindvégig kimutathato lap-
jain.” Tébb mint hiszéves palyajan korai munkai a magyar grafika sziirredlis tradicidihoz
kotodnek, kompoziciés megoldasai pedig a montazsokét idézik: kildnbdzo kvazi naturalis

Stefanovits Péter, Atsziirédés I1. (2000),
szamitogépes grafika

fragmentumok, targymorzsak rajzaibol épi-
ti fel kompozicioit. Legdjabb, posztmodern
szemléletl grafikdit a jelképek uraljak,
ezekben az egyedi rajzot és a kiilénbdzd
grafikai applikéciokat vegyiti, s szamos
munkajaban sajatos humora is megnyil-
véanul. Erdeklik a mailt (kivalt a magyar 0s-
kultara) jelképei, valamint az archaikus/
archetipikus motivumok, de foglalkoztatja
a természettudomany is (a vegyészettel
csaladon belll is kapcsolatba kertilt),
Leiras sorozataban a kémiai kisérlet sz6-
veges leirasat és miszaki sémajat vonja
dssze egyedi tablokban, s személyesen
fontosnak tartott NO a laborban sorozaté-
ban kontrasztba éllitja a — szazadfordulds
— miszaki abrak bemutatta hideg szer-
kezeteket az organikus—él6—noies formak
rugalmas, hajlékony, plasztikusan szines
alakzataival.

Stefanovits Péter, Leirds 1. (1991), vegyes
technika

Stefanovits Péter, Beavatkozds (2007),
digitdlis nyomat, viszon



EORIV !’E’ZE’ v E’DELEM vV IZHM‘MI THM

analitika}
—r EELT-T A.I'I'GHGIH |

MEMBRANSZOROK I

JOR. E5 DNALING TEREPI i | ARORATORILMI
i MERESTECHMIFA

Elementar GmbH. i
irrrmamnmaliatoroil 4
1 ppm...100% elemtartzlomra KISEBB MERETBEMN

- H-MN-0O-5-CI :
P [iC]LIiTQC_; 1

asszN & IC/T0C tartalom
aufomatizalt merese

1 T 'Iﬂﬂ% wrlazrmafa

Yol ol il WP H WY et il LA L LR T 1145 Budapest, Pétervarad u, 14
=L Hi= & F Tel: +36-(1)-470-0125, 221-7865.

Fax; 252-9940, Mail; Info@aktivit.hu, web:www.aktivit.hu

Kornyezetvedelmi miszerek, analitikai eszkozok

] Slemenaar Sl PR VIZANAUITIKA | bt s e (5T | ULTRA TISETA Vi
H-N-O-6-C1 I LR i, : f 0L O

b Bl
& et EASYpure

bz direct RoDi

e =T~ ™
oprnepe et L)

O s JEEX

(AL AL ) A

0y sl . 1C {/T‘Ifﬂﬁﬂlﬂ AUTOMATA VIZMINTAVEVO
automatizalt merese BERENDEZESEK ES MEROALLOMASOK
e ala gz s - HORBGEHATO INTAVEVEN

- TELERITETT INTAVEVR

MERLEGEK |
SULYSOROZATOK _ 0

MBOBTECHMM ON-LINE MEBESTECHMM




FINNZYMES ES NEW ENGLAND BIOLABS ENZIMEK
BUDAPESTI ES SZEGEDI RAKTARUNKBOL!

."""_-_ r - = e
—» r|f’l‘|/"'(h}- %)
. (=N S
i)
_E"J' '.-'-H‘"J- Ir 2 »
— |
e e =2
r »Pr - o
. 1_4 [ _:_-._-it_}."uf< -
r ok T
- 4 | 1 - ! i
: Dy y/
[ N i
: ». DIIVID ),
- . - ”~ - p— . s
5
¥
e "
-
Tt
-
f | _1
¥
= -

ludormanyos, Technologia, Kereskedelm Kft. a Sgientific, Technological, Tredmg Lid.

H-1136 Budapest, Panndnia u. 7. Tel: (36-1) 340-4700 Telfax: (36-1) 338-8274 E-mafl: info@kvalitex. b





