-~
-/ A Magyar Biokémiai Egyesiilet internetes folyodirata

XXXVI. EVFOLYAM 2. SZAM 2012. jdnius




BIOKEMIA

A Magyar Biokémiai Egyeslilet internetes folydirata

Szerkeszt6bizottsag:
BGsze Szilvia, Erdddi Ferenc, Ifj. Gallyas Ferenc, Keserl Gyorgy, Kiricsi Monika (titkar),

Nyitray Laszld, Sarkadi Balazs, Székacs Andras, Szondy Zsuzsa, Varadi Andras

F6szerkeszto:
Szlics Maria

Technikai szerkeszt6:
) ) Marki Arpad
XXXVI. EVFOLYAM 2. SZAM 2012. junius

TARTALOMIEGYZEK
Cimlapkép: A FEBS3+ konferencia, Opatija pillanatai

AKIKRE BUSZKEK VAGYUNK

» Az MBKE tagjainak legujabb elismeresei .........ccccooviiiiiiiiiiini 3.
e Bemutatkozik a Magyar Erdemrend IovagkerestheveI kitintetett Orosz Ferenc 4.
e Pal Gabor, az ELTE Innovativ Kutatodja dij és a Bolyai-plakett nyertese ............. 9.
HAZAI TUDOMANYOS ISKOLAK
e Bemutatkozik az ELTE TTK Biokémiai TanSZEK ........cccevviiiiiiiiiiiiiiiiiieieieanenn, 21.
e Harami Gabor, Gyimesi Maté, Kovacs Mihaly: A kulcstdl a bulldézerig: szarnyas
hélix domének funkcionalis adaptacidja DNS-ko6td fehérjékben .................... 30.
e Kiss Bence és Nyitray Laszlé: A kuplung felengedése: az S100A4 - miozin IIA
kblcsOnhatas €s a sejtmigracio .........covviiiiiiiiiiii 42.
e Simon Zoltan, Peragovics Agnes, Malnasi-Csizmadia Andras: Gydgyszerprofil-
Osszevetés: a polifarmakoldgia lehet8ségei ........ovvviviiviiiiiiiiiiii, 51.
e Zeke Andréas, Garai Agnes, Reményi Attila : Mitogén-aktivalt protein kindz kot
linearis motivumok azonositasa szerkezeti alapon ........ccccovviiiiiiiiiiiiiinene, 64.
AKTUALITASOK
* Nyitray Laszlé: A 70 éves Graf Laszl6 kdszontése .........coovvvviiiiiiiiiiiniiniinnnn, 72.
e Reményi Attila: Igy kezd6dott ...22 évvel ezelbtt... ..ooovvviiiiiiiiiiiii 75.
e Szilagyi Laszld: Az els6 mutdns a Puskin utcabol .......coooiiiiiiiiiiiiiinnn, 77.
e A BIO-SCIENCE Kft. palyazatanak eredményhirdetése ............cceviiiiinnnen.. 80.

TUDOMANYOS KOZLEMENYEK
e Kiss Bernadett, Németh Aron, Sevella Béla: Algak a fehér biotechnolégidban 83.

KONFERENCIA HIREK

0 FEBS34, OPALHA +neeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e et e e e e e, 90.
e Az MBKE Gydgyszerbiokémiai Szakosztaly 2012 évi munkaértekezlete,
BalatonOSzZOd ..ot e 92.
e Egy héten at Szeged a Nobel-dijasok varosa volt ........cccvveviiiiiiiiiiiiieinenenn, 94,
e A 42. Membran-Transzport Konferencia, SUMEQG ......ccvivivviiiiireierierierneneenenn 96.
e A Peptidkémiai Munkabizottsag 2012. évi llése, Balatonszemes ................... 98.
e MBKE Jelatviteli Szakosztalyanak III. KONferencCidja .........ccvevvveienieniennnnnnn. 101.
o JUBMB & FEBS, SevVilla, 2012 .......uoiiiiiiiiiii it iii i eane e e nnaee s 102.
TUDOMANY ES MUVESZET
o  Graf Laszld: Az Intézet, 1965 (ESSZE) .uvuiiriuiiiiiiiiiiiiiiit i siaaeaaaenens 103.
o Graf Laszld: ,Hajnali részegség” (fotdvalogatads) .......cccevviviiiiiiiiiiiininnnnnn, 107.

Kiadja a Magyar Biokémiai Egyesilet, 4012 Debrecen, Pf. 6, http://www.mbkegy.hu/
Felel6s kiado6 Dr. Fésls Laszlo
Az engedély szama I11/5Z1/397/1977, HU ISSN 2060 8152 (Online)
HU ISSN 0133-8455 (Nyomtatott)

$2'T‘
r{} 1

g,:



http://www.mbkegy.hu/

Az MBKE tagjainak legujabb elismerései

AZ MBKE TAGJAINAK ELISMERESEI

A kiemelkedd magyar tudomanyos eredmények iranti tarsadalmi megbecsiilés
megnyilvanulasaként tizenkét akadémikus és az MTA 6t doktora vehette at a tu-
domanyok, a kulturdlis és a mlvészeti alkotasok, a kutatas, a gyodgyitas, illetve
a muiszaki fejlesztés terén elért kivételesen magas szinvonalu eredményeiért
a 2012. évi Széchenyi-dijat. Kondorosi Eva, bioldgus, a Magyar Tudoma-
nyos Akadémia levelezd tagja, a Noévénygenomikai, Human Biotechnoldgiai és
Bioenergiai Intézet igazgatdja részére vilagszerte elismert, a névény-baktérium
kolcsdnhatas természetének kutatasaban elért alapvetd felfedezéseiért, a sejt-
ciklust szabalyoz6 géncsalad felismeréséért, nemzetkdzi tudomanyos-kodzéleti
tevékenysége elismeréseként kapta a dijat.

A Magyar Erdemrend lovagkeresztje Kkitiintetésben részesiilt Orosz
Ferenc, az MTA doktora, az MTA Természettudomanyi Kutatékézpont Enzimoldgiai
Intézet tudomanyos tanacsadodja a gyogyszerkutatasban elért jelentOs, egy Uj
kalmodulin-antagonista, a KAR2 molekula hatasmechanizmusanak azonositasa-
val kapcsolatos eredményeiért, valamint az idegrendszeri megbetegedések te-
rén végzett kutatdmunkajaért.

Az ELTE Innovativ Kutatéja dijat 2012-ben Pal Gabor, a Biokémiai Tanszék
egyetemi docense vehette at. Az elismerést a komplement rendszert gatlo fe-
hérjék evollcids létrehozasa terén elért kiemelkedd eredményeivel érdemelte ki.
Pal Gabor 2012-ben elnyerte az MTA altal adomanyozott Bolyai-plakettet is.

Az idén negyedik alkalommal meghirdetett Lendiilet palyazaton 132 kutato
indult, kozllik 37-en alapithatnak 1,25 millidrd forintos tamogatasbdl 6nalld ku-
tatocsoportot az akadémiai kutatdintézetekben és az egyetemeken a Lenddilet-
program keretében. A kiemelkedden sikeres tuddésoknak meghirdetett Lendllet
III. kategoriaban tamogatast nyert Nagy Laszlé (Debreceni Egyetem) Transz-
kripcids interakciok a makrofag polaritdsban betegségben és egészségben; a
Lendilet II. kategdridaban Fuxreiter Monika (Debreceni Egyetem) Rendezetlen
fehérjék terapeutikus alkalmazasa; J6zsi Mihaly Krisztian (ELTE) A komple-
ment H faktor szerepe egészségben és betegségben; Pal Csaba (MTA SZBK) A
kérokozok ellenallasanak evollcidja: integralt megkdzelités; Tusnady E. Ga-
bor (MTA Természettudomanyi Kutatokézpont Enzimoldgiai Intézet) A transz-
membran fehérjék szerkezetének vizsgalata Ujfajta bioinformatikai eszk6zokkel
cimd tudomanyos programjaval.

Gratulalunk a kitiintetetteknek!

BIOKEMIA
XXXVI. évfolyam 2. szam 2012. junius

3



Orosz Ferenc

HAROM EVTIZED A KAROLINA UTON

A Magyar Erdemrend lovagkeresztje kitiintetés atvételekor az
MTA-nak adott nyilatkozatomban a kdvetkez6képpen fogalmaz-
tam: ,Blszke vagyok arra, hogy az akadémia egyik legszebb
hagyomanyokkal rendelkezd és ma is egyik legjobb intézmé-
nyében, az Enzimoldgiai Intézetben dolgozhatom immaron
pontosan harom évtizede.”

Kutatoi palydm teljes egészében az MTA Enzimoldgiai Intéze-
téhez kapcsolodik. (Az intézet torténetérdl széld, személyes
tapasztalataim alapjan is irodott cikkemmel a Biokémia Ujsag
2011. decemberi szamaban talalkozhatott az olvasd.) Harmadéves vegyészhall-
gatéként 1980-ban Iéptem at eldszodr az akkor mar 20 éve Straub F. Brund altal
vezetett Karolina Uti intézet kiiszobét, mint Szabolcsi Gertrud ,Enzimek szerke-
zete és funkcidja” specialis kollégiumanak hallgatdja. A kévetkezd évben Keleti
Tamas el6adasait hallgattam, az ,Enzimkinetika alapjai” cimmel, amelyekkel a
gyakorlatban is megismerkedtem a biokémiai szaklabor keretében. Otédévben
a szakdolgozatomat is itt készitettem, Ovadi Judit témavezetésével. Ekkor még
mindig, de mar nem kizardlagosan az intézetalapitdé Szorényi Imre altal megsza-
bott palyan, a szerkezet-funkcié paradigma keretében folyt a kutatas (Szabolcsi
és Keleti is az 6 tanitvanyai voltak), melynek targyai is még nagyrészt, mint ko-
rabban is, a glikolitikus enzimek voltak. Ennek ellenére a diplomamunkam egé-
szen mas témaban, egy gydégyszergyari megbizas keretében a digitalis glikozidok
enzimatikus atalakitdsahoz kapcsoldédott. Nem volt ez idegen szamomra, hiszen
az ELTE vegyész szakan gyodgyszerkutatdi szakagazati képzésben vettem részt,
ahol a farmakokinetikatél a szabadalomirasig sokféle el6adast hallgattunk, tob-
bek kozott a vezetd gydgyszergyarak kutatditdl is. S nem utolsésorban biokémi-
at és sejttant is. Mindezt nem a kémiai targyak helyett, hanem raadasként.

Ez a gydgyszeripari téma négy szabadalmat, egy cikket és 1987-ben Akadémiai
Ifjusagi Dijat hozott. A gydgyszerkutatashoz kapcsoldédo vagy altala ihletett té-
mak a késdbbiekben is fontos szerepet toltottek be munkamban, a Chinoin és
a Richter kutatdival vald egyittmikoédésben. Parhuzamosan bekapcsolédtam a
glikolitikus enzimek kdlcsénhatasainak vizsgalataba is, tovabbra is Ovadi Judit
munkatarsaként, aki akkoriban alakitott 6nallé csoportot. (A hosszabb kilf6l-
di tanulmanyutakat leszamitva - sorrendben: Réma; Riverside, CA; Galveston,
TX; Madrid; Barcelona - azota is az altala vezetett Sejtarchitektlra-csoportban
dolgozom.) A téma néhany évvel korabban kezdett teret nyerni az intézetben,
nagyrészt az 6 kezdeményezésére is. Un. ,rekonstitudlt” rendszerekben fiziko-
kémiai és enzimkinetikai modszerekkel tanulmanyoztuk a tisztitott enzimek
komplexképzodését és ennek funkcionalis kovetkezményeit. Ezek a kélcsdnha-
tasok viszonylag gyengék és tranziensek, ezért sokaig kétségbe vontak a fizio-
l6gias jelent6ségliket. Hamar meg kellett szoknom az olyan cikkeket, hogy ,in
contrast to Ovadi and co-workers”. A kdlcsénhatasok legérdekesebb funkcionalis
kovetkezménye az un. csatornahatds, vagyis egy konszekutiv enzimreakcidoban
az intermedier (az els6 enzim terméke, ami a masodik enzim szubsztratja) koz-
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vetlen atadasa az aktiv centrumok kdzott (Orosz és Ovadi, 1987). Ez a jelenség
stabil enzimkomplexek kdzott kdnnyebben kimutathatd, igy ott Iéte elfogadot-
tabb is volt. A 90-es évek kozepére azutan altaldnosan is bevetté valt. Ekkor
azonban mi mar nagyrészt mas témakon dolgoztunk.

A gydgyszerkutatasbdl kiinduld kdvetkez6 téma a kalmodulinantagonistak vizs-
zasara nagyon érzékenyen reagaldé masodlagos hirvivé molekula. Mivel szamtalan
kdlcsdnhatd partnere van (tobbnyire enzimek, amelyeket aktival), igy szelektiv
antagonistak el6allitasa jelentds kihivas. ElsO érdekes eredményiink e téren az
volt, hogy olyan enzimet taladltunk, a foszfofruktokinazt, amelyet a kalmodulin
gatol. Kidolgoztunk egy ezen a koélcsdnhatason alapuld antagonista tesztet, és
azonositottunk egy un. funkcionalis antagonistat, amely terner komplexet képez
a kalmodulinnal és a célenzimmel (Orosz és mtsai, 1988, 1990). E munkak alap-
jan védtem meg 1989-ben kandidatusi értekezésemet (Orosz, 1989).

A legtobbet azonban egy masik, félszintetikus kalmodulink6té molekula, a KAR-2
hozott a konyhara (Orosz és mtsai, 1997a,b; 1999). Az ezzel kapcsolatos eredmé-
nyek az MTA doktori disszertacidmnak (Orosz, 2004) is meghatarozd részét ké-
pezték. Az Un. vinka alkaloidok, koztik a KAR-2 anyavegyllete, a vinblasztin is a
daganat ellenes terapiaban hasznalatosak, és fo tamadaspontjuk a mikrotubularis
halézat. A mikrotubulusok az eukariota sejtek citoszkeletalis vazanak egyik
filamentumrendszerét alkotjak. Dinamikus viselkedésiik a sejtosztodas (mitdzis)
soran alapvetd jelent0ségl, s ezt szlintetik meg az antimitotikus szerek. Felis-
mertlik, hogy e molekuldak nemcsak depolimerizaljak a mikrotubulusokat, de
hatékony kalmodulinantagonistak is. A KAR-2 elsOsorban ebben a tekintetben
kdlénbdzik az anyavegyllettdl, amivel 6sszefligghet az, hogy allatkisérletekben
annal sokkal kevésbé toxikus. Kollégaim rontgenkrisztallografiaval késobb azt is
megmutattak, hogy a két molekulanak a kalmodulinon Iév6 kétdhelye jelentésen
klénbdzik (Horvath és mtsai, 2005).

Kozben a glikolitikus enzimekhez sem lettliink hitlenek. Két korabbi témankat
o0sszekapcsolva, a glikolitikus enzimek és a mikrotubuldris halézat kdlcsénha-
tasait vizsgalva megallapitottuk, hogy az enzimek katalitikus aktivitasukon tul-
menden kodtddésik révén képesek befolyasolni a mikrotubularis rendszer dina-
mikajat és ultrastrukturajat; ugyanakkor a koélcsénhatdsok az egyes enzimek
aktivitasara és a glikolitikus fluxus egészére is hatassal vannak. Az e témaban
kapott eredményeinket szamos cikkben és 6sszefoglalé munkaban is kdzoltik
(Ovadi és Orosz, 1996).

Az Orszagos Hematoldgiai és Vértranszfuzius Intézettel vald egylttmikodésben
kezdtlk el vizsgalni egy kildnleges ésigen ritka enzimhiany, a triézfoszfatizomeraz
(TPI) -deficiencia molekularis alapjait. A glikolitikus enzimek defektusai kozil
ez jar a legsulyosabb kovetkezményekkel; az egyedili, amelyik progressziv
neurodegeneraciot okoz, és az esetek tulnyomd tobbségében kisgyermekkori
halalhoz vezet. Egyediilallé mddon, egy beteg magyar testvérpar a tébbiekhez
képest elhanyagolhato tlinetekkel érte meg a felndttkort, annak ellenére, hogy
mindkét szul6juktdl hibas allélt, egy-egy nonszensz és misszensz mutaciot 6ro-
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koltek, aminek kovetkeztében a fiuk TPI aktivitasa toredéke a normalisnak. A
tolik és mas betegegektdl szarmazd vérmintakat és rekombinans enzimeket
hasznalva, enzimkinetikai, fiziko-kémiai és molekulamodellezési mddszerekkel
végzett vizsgalatok alapjan arra tettlink javaslatot, hogy nem 6nmagaban a
csokkent enzimaktivitas, hanem a megvaltozott térszerkezet kdvetkeztében fel-
I€p6 szerkezeti labilitas okozza a sulyos tineteket (Orosz és mtsai, 2000, 2001).
Igy a TPI-deficiencia els6sorban nem metabolikus betegség, hanem a konforma-
cios betegségek kozé tartozik, mint pl. az Alzheimer- (AD) és a Parkinson-kor
(PD) is (Orosz és mtsai, 2006, 2009). A betegség altalunk javasolt 6sszetett
patomechanizmusa az irodalomban is elfogadotta valt.

Ez mar atvezet a csoport jelenlegi témajahoz, ami a molekularis neuroldgia cim-
széval jellemezhetd. Ehhez a témahoz - egyebek mellett - egy 0j, altalunk azo-
nositott és elnevezett agyspecifikus fehérje, a Tubulin Polymerization Promoting
Protein (TPPP/p25) vezetett el (Hlavanda és mtsai, 2002; Tirian és mtsai, 2003).
A név a molekulatémeg mellett arra utal, hogy in vitro és sejtszinten is elGsegiti
a mikrotubulusok tubulinbdl vald képz6dését, majd képes kotegelni is Oket. Elég
hamar kiderllt réla tovabbi két karakterisztikus tulajdonsaga. Egyrészt, hogy
az eredendden rendezetlen fehérjék (IUP, IDP) kdzé tartozik, masrészt, hogy
a PD és mas un. szinukleinopatiak (melyek markerfehérjéje az a-szinuklein)
esetén a glidlis és neuronalis zarvanytestekben halmozddik fel (Orosz és mtsai,
2004). A két sajatossag kozott valdszinlleg 6sszefliggés van, mivel a legis-
mertebb konformaciés betegségek (PD, AD) hatterében rendezetlen fehérjek
(a-szinuklein, illetve tau) aberrans kélcsdnhatasai allnak. Ujabban sajat vizsga-
latainkbdl és masokébdl is kidertlt, hogy a szinukleinopatidk és a tauopatiak (pl.
az AD) markerfehérjéi kozott ,atjarhatdésag” van, s nem kivétel ez alol a TPPP/
p25 sem (Olah és mtsai, 2011). Munkatarsaim révén fény derilt a fehérje fizio-
l6gias szerepére is: normal agyban a neuronok funkcidjat biztositd mielin hivelyt
alkoto differencialt oligodendrocitakban fejezddik ki, és fejti ki a mikrotubulusok

......

szikséges (Lehotzky és mtsai, 2010).

Afehérje egy Uj fehérjecsalad elsd tagja; némiképp eltérd tulajdonsagu paraldgjait
(TPPP2/p18 és TPPP3/p20) a kdzelmultban molekuladris és sejtszinten is jelle-
meztik (Vincze és mtsai, 2006). A fehérje paraldgjainak és ortoldgjainak in
silico vizsgalata vezetett ahhoz a felvetéshez, hogy a TPPP fehérjék evolucio-
san a csilldval/ostorral rendelkez6 eukaridta szervezetekhez kdthetéek (Orosz
és Ovadi, 2008). Azt is megmutattam, hogy a TPPP fehérjék két nagy csoportra
(rovid és hosszl) oszthatdak, amelyek még a k6zds eukaridta 6sben valhattak el
egymastdl, és filogenetikai el6fordulasuk jellemzd kulénbségeket mutat (Orosz,
2009). Igy pl. allatokban csak a hosszu tipus fordul eld. Tovabbi bioinformatikai
vizsgalatok vezettek el egy olyan Uj gén in silico azonositdsahoz, amely a TPPP-
re jellemz6 szekvencia egy része mellett egy uUn. doublecortin domént is tar-
talmaz. JellemzOen egy egysejtl parazitacsalddban, az apikomplexakban, s az
egyik legegyszerilbb allatban (korongallatka) fordul eld, s amelyet apicortinnak
neveztem el (Orosz, 2009, 2011).

Harmadik éve vagyok az intézet igazgatdhelyettese. Ez a harminc év alatt ala-
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posan megvaltozott korilmények kozott is az intézet szellemiségének életben
tartdsara kotelez. Ezt kivanom elGsegiteni az intézet torténetérdl irott cikkekkel
is, s ha id0m majd engedi, még szeretném e témat folytatni.

Kozismert dolog, hogy a természettudomanyos kutatds csoportmunka. Nincs
arra terem, hogy valamennyi tarsszerz6mnek egyenként kdszdonetet mondjak.
A cikkben leirtakbdl is nyilvanvald, hogy palyamon meghataroz6 szerepe volt
Ovadi Juditnak. Rajta kivil az intézeti kollégak kozll Vértessy Beatat és Olah
Juditot, valamint Nuridsany Mimit és Hlavanda Emmat szeretném név szerint
is kiemelni; a kllsé partnerek kozll pedig Kovacs Janos professor emeritust az
ELTE-r6l, és Hollan Zsuzsa professzor asszonyt, a Hematoldgiai Intézet néhai fo-
igazgatdjat. Koszonettel tartozom Dr. Nagy Mihaly tanar arnak, aki a debreceni
Reformatus Kollégium Gimnaziumaban osztalyfonokom és kémiatanarom volt,
akinek dont6 szerepe volt palyavalasztasomban, s akivel, egy nap kilénbséggel,
egyltt vehettem at ugyanazt a kitlintetést. Végul, de nem utols6 sorban felesé-
gemnek és két gyermekiinknek, akiknek a mai napig elegendé tirelmik van egy
kutato rigolyainak elviseléséhez.

Orosz Ferenc,
tudomanyos tanacsado
igazgatohelyettes
MTA TTK Enzimologiai Intézet
orosz@enzim.hu
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IRANYITOTT FEHERJEEVOLUCIO A KOMPLEMENTRENDSZER
VIZSGALATABAN:

ALAPKUTATASI EREDMENYEK TERAPIAS LEHETOSEGEKKEL
Pal Gabor
ELTE TTK Biologiai Intézet, Biokémiai Tanszék

El6sz6

Parttalan, ezért 6rok vita, hogy melyik tipusu kutatas a fontosabb: a szintisztan
a megismerés vagya altal hajtott alapkutatas, vagy a konkrét hasznosithatdsag
vezérelte alkalmazott kutatas. Ahelyett, hogy ennek a kérdéskornek az Gtvesz-
tojébe kerilnék, jelzem, hogy az itt bemutatott kutatas a fenti két tipust 6tvo-
zi tokéletes harmonidban. Kutatasaink soran egyfel6l alapvetd Uj ismeretekre
tettlink szert, masfeldl vildgossa valt, hogy az (j ismeretek komoly gyakorlati
jelentéséggel birhatnak.

Kozvetlen és kozvetett elozmények

Ebben a kdzleményben egy gyimolcsoz6 egylttmiikodés tudomanyos eredmé-
nyeit igyekszem kozérthetdéen 6sszefoglalni. Az egyittmikodést Gal Péter (MTA
Enzimoldgiai Intézet) kezdeményezte, akinek csoportja a vilagon els6ként alli-
totta el6 rekombinans fehérjeként az emberi komplement rendszer lektin Utja-
nak két fo proteinazat (lasd késbébb). Péter keresett meg azzal, hogy alapkutata-
si célbol olyan szelektiv inhibitorokra van szlikséglik, amelyek kizarélag a lektin
utat gatoljak, a komplementrendszer (tovabbiakban CS) egyéb Gtvonalait nem.
Mivel a Genentech (San Francisco, USA) cégnél toltott egyéves kutatdi munkam
soran elsajatitottam az iranyitott fehérjeevolliciéo tudomanyat, és sokéves ta-
pasztalatom volt szerin protedz inhibitorok terén is, szivesen vallalkoztam erre a
nehéznek igérkez6 feladatra.

Az inhibitorok kifejlesztése két Gtemben zajlott. Az els6 prototipusokat Péter-
rel k6z0s doktoranduszunk (aki idén doktoralt), Parisné Kocsis Andrea fejlesz-
tette ki a laboratériumomban [1]. Ez az eredmény komoly attorést jelentett a
komplement-kutatasban. A masodik, eltérd alapokon fejlesztett hatékonyabb és
szelektivebb inhibitorokat doktoranduszom, Héja David hozta létre [2, 3]. A gat-
|6szerek funkcionadlis vizsgalatait is jorészt Ok végezték el, de ebben a sokréti
munkaban kdzrem(koddott Balczer Julia, Dobd Jozsef, Szilagyi Katalin és Végh
Barbara (MTA Enzimoldgiai Intézet), valamint Szasz Rébert (Debreceni Egye-
tem) is. Az emlitett projektekkel 6sszefliggd térszerkezeti vizsgalatokat Harmat
Veronika (ELTE Kémiai Intézet) irdnyitotta. Az elsOként kifejlesztett prototipus
peptidek szintézisét Patthy Andrds (ELTE Biokémiai Tanszék), mig az dsszes in-
hibitor témegspektrometrids vizsgalatat Kékesi Katalin (ELTE Bioldgiai Intézet,
Proteomikai csoport) végezte. A 2. prototipusu inhibitorok fagokon valé kifeje-
zését (lasd késbbb) Szenthe Borbala oldotta meg [4]. Zavodszky Péter volt az,
aki Gal Péterrel kozosen, hazankban els6ként vagott bele a CS protedzainak
fehérjemérndki vizsgalataba [5-7].

A Biokémia lap jelen szamanak keretében lGnnepeljik Graf Laszld professzor 70
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szlletésnapjat. Graf Laszlé elévilhetetlen érdeme, hogy a nyolcvanas évek ko-
zepén O hozta els6ként haza az Amerikai Egyesilt Allamokbdl a fehérjemérnok-
ség gondolatat és technoldgiajat. Modellként a tripszin és kimotripszin szolgaltak
[8-10]. En magam is az O iskoldjaban, doktori témavezetése mellett kezdtem el

a szerin protedzok, majd ezek inhibitorainak kutatasat [11-14].

Tudomanyos bevezeto

A komplementrendszer (CS) felépitése és miikédési alapelve

A CS az immunrendszer fontos része és egyben egyike a szérumban talalhato
szerin protedz kaszkadrendszereknek. A CS legaldabb harminc fehérje komplex
halézataként m(ikodik és kifinomult szabdlyozas alatt all [15]. Az immunrend-
szer egyéb agaihoz hasonldéan képes felismerni, megjeldlni és elpusztitani a be-

A komplementrendszer sémaja
3 eltérd vészjelre 3 eltérd utvonal aktivalodik utvonal-szelektiv proteazokon keresztiil

Klasszikus Gt (@ * o Lektin ut PUDR AMermativ ut
€ { \f u‘ odik i N Mannétm aktivamik - MELMMP-‘ : ’ a! ﬁl .iu.- ﬂ w’ .u 8
C1q = MBL | » C3SG3b T
Cir & MASP-1 %  Dfactor_
Ciss y MASP-2 | Bf - Bb
C2/C4—-C2a/C4b C2/C4—C2alC4b C3b/Bb
C3 konvertaz
C3 —»C3a +C3b C5 konvertaz
(C3 konvertaz + C3b)
/ l \csﬁcsb el
= G cr cs -
Anafilatoxinok Opszonizacio Sejtlizis
Gyulladas, fagocitatoborzas Sejtek bekebelezése Membran-karosité komplex
C3a, C4a, Cha C3b C5b,C6, C7,C8,C9

tegséget okozd mikrobakat, illetve sajat veszélyesen megvaltozott sejtjeinket.

A protedz-hasitasok soran keletkezd fehérjetermékek harom f6 kivitelez6 folya-
matban vesznek részt. Egyesek (C3a, C4a, C5a) kilonboz6 fehérvérsejtek re-
ceptoraihoz kapcsoldédva gyulladasos folyamatot inditanak el, masok (C3b, C4b)
kovalensen megjelolik a fagocitdk szamara a bekebelezendé sejteket, végil bizo-
nyos komplement fehérjékbdl (C5b, C6-C9) pdrusok éplilnek ki a megtamadott
sejtek membranjaban, kozvetlen mddon, kilyukasztassal elpusztitva azokat.

A normalisan szabadlyozott CS fegyverarzenalja tehat fontos védelmi rendszert
képez, de amint a rendszer szabalyozasaban zavarok tdmadnak, ugyanez az
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arzenal ellentink fordulva szamos sulyos betegség forrasa lehet. Ezek kozll ta-
lan a legfontosabbak: a szivinfarktus, széliités soran bekovetkezd iszkémia-
reperfuzios (IR) sérilés, az Alzheimer-kor és az idOskori lataskarosodas (age-
related macular degeneration).

A CS harom jol elkllonidld aton, egyenként eltérd vészjelekre aktivalodik, majd
végil a C3 konvertaznak nevezett enzim szintjén kozos aktivalddasi utba tor-
kollik. Miel6tt a harom Utvonalra kitérnék, roviden Osszefoglalom a kozds sza-
kasz folyamatait. A C3 (a C4-hez hasonldan, lasd lejjebb) egy rejtett tioészter
csoportot tartalmaz, amely a C3-konvertaz altali hasitdskor kerll a felszinre.
A kovalensen rogzilt C3b egyrészt megjeldli a sejtet fagocitak szamara, mas-
részt amennyiben egy C3 kovertazhoz kapcsolddik, ugy ez az Uj komplex mar
C5 konvertazként mikodve elinditja a membrankarositd komplex kialakulasat.
Visszatérve a harom utvonalra:

A CS harom aktivalédasi utvonala

A klasszikus ut

A klasszikus Ut vészjele az antigénekre rakodott ellenanyag-komplex. A CS ezen
elsoként felfedezett, névadd uUtvonala tehat raépll a specifikus ellenanyagokon
alapulé immunvalaszra, mintegy kiegészitve, ,komplementalva” azt [16]. Az el-
lenanyag komplexeket a C1q nevd, tulipancsokorra emlékeztetd fehérje ismeri
fel. A felismerés konformacid valtozassal jar, amely kiterjed a Clg-hoz ko&to-
d6 utvonal-szelektiv szerin protedzokra. Itt az egyes |épések igen jol ismertek.
El6szor az inaktiv zimogén allapotban 1év6 homodimer Clr egyes monomerjei
nyernek részleges aktivitast. Ennek birtokaban ezek preciz hasitas altal teljesen
aktiv kétlancu formava alakitjdk egymast. Az aktivalt Cir proteazok ezek utan
hasitas révén aktivaljak az inaktiv zimogén homodimer formaban jelenlévd Cis
proteazt [17]. Az aktivalt C1s kétféle komplement fehérjét hasit. Ezek a C4 és a
C2. A hasitott C4 felszinén megjelenik egy eladdig rejtett tioészter csoport, ame-
lyen keresztil a molekula kovalens kotéssel képes rogziilni a megtamadott sej-
ten. A C2 egy 6énmagaban praktikusan inaktiv protedz. A C2 a hasitott C4b-hez
kotédve a Cls jo szubsztratjava valik. A C2-hasitdas eredményeként kialakuld
C2a-C4b komplexben a C2 immar aktiv protedaz. Ez a komplex egy mar emlitett
C3 konvertaz.

Az alternativ ut

Az alternativ Ut egy alacsony szinten, de folyamatosan m(ikédo rendszer, amely
ellen az egészséges sejtjeink aktivan védekeznek. Ezt az utat a szérumban spon-
tan keletkezd és a sejtek felszinére k6t6do hidrolizalt C3 fehérje aktivalja [18].
Ehhez a komponenshez egy, a C2-vel homoldg, 6nmagaban inaktiv B-faktor nevi
proteaz kotédik. A komplexben |év6 B faktort a D faktor nevi szerin proteaz ak-
tivalja, létrehozva egy alternativ C3bBb nev(i C3 konvertazt. A properdin nevd
fehérje stabilizalja ezt az enzim komplexet, illetve 6nmagaban is mintazatfelis-
merd molekulaként szolgalhat [19]. Mivel mind a klasszikus ut, mind a lektin Ut
(lasd lejjebb) maga is general C3 konvertazt és igy C3b terméket, az alternativ
ut ezen termékeket felhasznalva és tovabbi C3 konvertazt gyartva felerdsiti a
masik két utvonal hatasat.
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A lektin at

A lektin Ut a klasszikus Utéval azonos C3 konvertazt képez, de ez az utvonal
mégis tdbb szempontbdl Iényegesen eltér a klasszikus uttél. Mint emlitettem,
a klasszikus Ut m(ikodése ellenanyagokon alapul, tehat els6sorban akkor véd
benniinket, ha szervezetiink egy tobb hetes folyamatban mar létrehozta ezeket
a specifikus ellenanyagokat. A lektin Ut ezzel szemben azonnali komplement va-
laszt biztosit, ugyanis ennek felismeré molekuldi kdzvetlenil ismernek fel bizo-
nyos ismétl6dé molekularis mintazatokat a patogénen, vagy a megvaltozott sa-
jat sejten. Részben ezzel 6sszefliggésben ez az Utvonal Iényegesen dsszetettebb
felépités(i. Egy helyett legalabb otféle felismerd molekuldja van: a mannankoto
lektin (Mannan Binding Lectin, MBL) [20], haromféle (L, H és M) fikolin [21] és
a kollektin 11 molekula [22]. Ezekhez 6sszesen haromféle MASP (MBL-Asszocialt
Szerin Proteaz) kapcsolodhat (MASP-1,2,3). Eddig kizarélag a MASP-1 és MASP-
2 enzimekrél sikerililt bizonyitani, hogy érdemi szerepet jatszanak a lektin Gt
aktivaldodasaban. A harom enzimen kivil két tovabbi, protedz doménnal nem
rendelkez6 MASP-termék is ismert. Ezek a Map44 és a Map19. A MASP-1, MASP-
3 és Map44 a MASP-1/3 gén, mig a MASP-2 és a Map-19 a MASP-2 gén alternativ
»splicing” révén kialakuld termékei [23-26].

A MASP-1 és a MASP-2 tulajdonsagai

Mind a MASP-1, mind a MASP-2 (akarcsak a Cl1r és a Cl1s) 6t nem-katalitikus
és egy tripszinszer( katalitikus doménbdl all6 fehérje. Az els6 harom domén a
dimer-képzésben és felismerd molekulahoz valé kotésben jatszik szerepet, a
kovetkezo két domén a nagy természetes szubsztrat-fehérjék némelyikének fel-
ismeréséhez kell, mig természetesen a tripszinszerli domén végzi a hasitast.
Ezeknek a fehérjéknek az utvonal-aktivalédasban betoltott szerepére részben
az izolalt fehérje in vitro aktivitasaibdl, részben génkiltdtt egerek szérumanak
vizsgalataibdl kovetkeztettek. A MASP-2 enzimrdl kimutattak, hogy képes ,,auto-
aktivaciora”: részlegesen aktiv allapotiu MASP-2 zimogének képesek hasitani
egymast, illetve hasitott, teljes aktivitasu MASP-2 képes hasitani zimogén MASP-
2-t. Az aktivalt MASP-2 ezen felll képes mind C2, mind C4 hasitasra, tehat on-
magaban képes C2a-C4b tipusu C3 konvertaz létrehozasara. Ezzel 6sszhangban
kimutattak, hogy MBL-MASP-2 komplexek (egy MBL molekula és egy MASP-2
dimer) valdban képesek beinditani a komplement aktivaciét in vitro. [27]. A
MASP-1 vizsgalata azt mutatta, hogy képes autoaktivaciora és C2 hasitasra, de
egyaltalan nem képes C4-et hasitani. A mért aktivitasok alapjan a MASP-2 te-
hat képes lehet autondom moddon, MASP-1 nélkiil beinditani a lektin utat. Ezzel
szemben a MASP-1 énmagaban nem lehet képes ugyanerre, hiszen nem képez
C3 konvertazt. Ezt a modellt erbsitette az az ismeret is, hogy MASP-2 génkiltott
egerekben nem mikodik a lektin Ut, mig MASP-1 génkiltott egerekben igen (ha-
bar a normalisnal Iényegesen lassabban aktivalddik). Mindezek alapjan alakult
ki az a széles korben elfogadott és tankdnyvekben szereplé nézet, miszerint a
MASP-2 kdzponti, mig a MASP-1 segédszerepld a folyamatban.

Eredmények

MASP-inhibitorok létrehozasa iranyitott evolucioval

Munkank kezdetén mar ismert volt mindkét MASP enzim Ures, tehat szubsztrattal,
illetve inhibitorral nem komplexalt kristalyszerkezete [28, 29].
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A  tripszin-szerkezettel
A MASP enzimek és a tripszin szubsztratkotd helye osszevetve mindkét en-
zim esetében lathaté
volt, hogy a MASP en-
zimek szubsztratkoto
arka részben blokkolt. A
MASP-1 esetében kisebb,
a MASP-2 esetében na-
gyobb mértékben fedték
azt az enzim egyes hu-
rok régioi, jelezve, hogy
szubsztrat-kotott  alla-
potban mindkét szerke-
zet eltér6 kell, hogy le-

gyen.

MASP1-CCP2-5F

MASP2-CCP2-5F

a MASP enzimeken
a szubsztratkotd vajat
reszben el van torlaszolva

Napjainkban még akkor sem elegendden hatékony pusztan tervezés utjan koto-
molekulat lIétrehozni, ha a célfehérje kétddés szempontjabdl kompetens szerke-
zete ismert. A fenti esetben az in silico megkozelitést reménytelennek itéltik.

Szubsztratszer(i inhibitorokat szerettliink volna létrehozni, jéllehet szamos érv
sz6lt az ellen, hogy létrehozhaték MASP-szelektiv inhibitorok. Az egyik ilyen érv
szerint a sok-doménes modularis szerin protedzok szubsztrat-specifitasat elso-
sorban nem a protedz domén, hanem az egyéb domének szabjak meg. Egy
masik érv szerint egy szubsztratszer( inhibitor hasitéhelyhez kozeli szekven-
cidjanak nagyban emlékeztetnie kell a természetes szubsztrat szekvenciajara.
Mivel a C2 nemcsak a MASP-1 és a MASP-2 kdz6s szubsztratja, de a C1s-éis (és
ugyanez igaz a C4 MASP-2/C1s tekintetében), ezért varhatd volt, hogy az evol-
valt inhibitorok nem lesznek Utvonal-szelektivek. Ett6l fliggetlenll belevagtunk.

Els6é generacios inhibitorok
A mar emlitett, részben

A legkisebb tripszin inhibitor: az SFTI blokkolt szubsztratkéto

a Bowman-Birk csalad ,,6nallésult” inhibitor hurok régidja a_'_‘kc_)_k miatt ugy don-
téttink, hogy a ter-

mészetbdl ismert leg-
kisebb tripszin-gatlé
peptidbdl indulunk ki
és ebbdl hozunk létre
iranyitott  evollcioval
MASP gatlészereket. A
szubsztratszerl, rever-
zibilis szerin proteaz inhibitoroknak 18 evollcidsan és szerkezetileg fliggetlen
csaladja ismert. Ezek mindegyike egy kanonikus szerkezetd felszini hurokkal
kapcsolddik a gatolt proteazhoz. A proteaz el is hasithatja az inhibitort az un.
P1 és P1’ csoportok kdzott, de a hasitott inhibitor is mikod6képes marad, igy
a reakcio termodinamikai egyensulyra vezet. A legkisebb kanonikus inhibitor a
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14-tagu napraforgd tripszin inhibitor (Sunflower Trypsin Inhibitor, SFTI) amely
tulajdonképpen a nagyobb Bowman-Birk inhibitorok egyfajta , evollciésan 6nal-
|6sult” kanonikus hurok régidja.

A leghatékonyabb iranyitott fehérjeevollcids eljarast, a fag-bemutatast alkal-

maztuk.
A munka soran az SFTI molekulat jelenitettliink meg fagon. A 14 aminosav cso-

A fag-bemutatas s€émaja

irnyitott (> {.

variacioképzés In vitro szelekcio immobilizalt

~1019 egyedi célmolekula felismerés alapjan C(E

fag-fehérje klon )
(= / Mo
: >

(C®™=
Kotodes

(C/’Di)f =

génvariins fehérjevariins célmolekula

immobilizalt

funkcionalis klonok elvalasztasa, és elszaporitiasa baktériumban

portbdl 6, az enzimmel vélhetden koélcsdnhatd esetében megengedtik mind a
20-féle aminosav megjelenését, mig a P1 csoport esetében csak arginint és lizint
engedtlink meg. A P1 az a csoport, amelynek oldalldnca az enzim S1 kotdzse-
bébe nyulik. Ez a zseb MASP-ok esetében tripszinszer(i, aljan negativ toltési
aszparaginsav csoportot tartalmaz. Nem randomizaltuk az ismert mdédon szerke-
zetileg fontos, diszulfidhidat alkoté két ciszteint, és két egymast kdvetd prolint,
valamint tovabbi 3 olyan csoportot, amelyek vélhetéen tavol esnének az enzim
felszinétol. A peptid-fag konyvtar 2 milliard klont tartalmazott.

Ebbdl kilon-kilon szelektaltunk MASP-1, illetve MASP-2 kotésre kldnokat. Sta-
tisztikailag elegend6é mennyiségl egyedi kotoképes klon DNS szekvenalasabdl
meghataroztuk a MASP-1, illetve MASP-2 kotés szempontjabdl kedvezd szek-
vencia mintazatokat, amelyeket szekvencia logé formaban abrazoltunk. A jobb
odsszehasonlithatdésag kedvéért kozos abran mutatom be ezeket az eredménye-
ket a masodik generacids inhibitorok eredményeivel (ldsd kés6bb).

A logok alapjan elGallitottuk a két leghatékonyabbnak igérkez6 (konszenzus szek-
vencianak megfelel6) peptidet, melyeket rendre SFMI-1 (SFTI-alapi MASP In-
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hibitor-1), illetve SFMI-2 nevet kaptak. A MASP-2-r0l szelektalt SFMI-2 valoban
szelektiv MASP-2 inhibitornak bizonyult, mig az SFMI-1 mindkét MASP enzimet
gatolta, igaz a MASP-1-et 16-szor jobban, mint a MASP-2-t. A legfontosabb kér-
dés természetesen az volt, hogy vajon ezek a peptidek gatoljak-e a lektin utat,
és ha igen, vajon szelektiven-e. Nagy 6romunkre mindkét peptid tokéletesen ké-
pes volt gatolni a lektin utat Ugy, hogy a masik két komplement utat egyaltalan
nem blokkolta. A leginkabb figyelemremélté eredmény mégis az volt, hogy az
az SGMI-1 molekula, amely az SGMI-2 molekuldhoz képest hatszor gyengébben
gatolja a MASP-2 enzimet, haromszor hatékonyabban gatolta a lektin utat, mint
a jobb MASP-2 inhibitor SGMI-2. Ez arra utalt, hogy a MASP-1 gatlas valami mi-
att nagyban noveli az inhibitor hatékonysagat, ami pedig azt sejttette, hogy a
MASP-1 fontosabb szerepldje az Utvonalnak, mint ahogy az a jelenlegi modellbdl
kovetkezne. Ahhoz azonban, hogy a MASP-1 relativ szerepét szamszer(siteni
tudjuk, mindenképpen szikségiink volt MASP-1 szelektiv inhibitorra is.

7

a P2, mind a P1’ pozicioban enzimtdl fiiggetlenil ugyanaz az aminosav, szerin
szelektalddott. A kanonikus inhibitorok esetében gyakori, hogy a P2 csoport fon-
tos hurok-stabilizal6 szereppel bir. Az SFTI esetében azonban a P1'is ilyen szere-
pet jatszik. Ugy dontottink, hogy az evollciot egy olyan vazon is véghezvisszik,
amelyen a P1’-nek nincs kotott stabilizald szerepe. A legtobb kanonikus vaz
ilyen. Olyan vazat valasztottunk, amelyet mar korabban is sikeresen fejeztlink
ki fagon [4].

Masodik generacios inhibitorok

Ez a 35-tagl SGPI-2 (Schistocerca gregaria Protease Inhibitor-2) volt. Ebben az
esetben 6 kanonikus hurokpozicioban (P4, P2, P1, P1’, P2’ és P4’) engedtik meg
mind a 20 aminosav megjelenését. A P3 és P3’ pozicidban Iévd ciszteineket nem
valtoztattuk. Itt is kétmilliard klont tartalmazott a kiindulasi konyvtar, amit eb-
ben az esetben is MASP-1 és MASP-2 enzimen szelektaltunk. A szelekcidk ered-
ményét megjelenitd két logd a 6-bdl 5 pozicioban mutatott Iényeges eltéréseket.
Ez 6nmagaban el6revetitette monospecifikus MASP-1, illetve MASP-2 inhibitorok
|étrehozasanak lehetdségét (2).

Ez igy is lett. Az SGMI-1 (SGPI-alapu MASP Inhibitor-1) molekula 8300-szor
jobban gatolja a MASP-1-et mint a MASP-2-t, mig az SGMI-2 kizarélag MASP-
2-t gatol, MASP-1-et nem. Természetesen megnéztiik, vajon hogyan hatnak az
SGMI molekuldk a harom komplement aktivalédasi Utra. Ahogy a MASP-2 inhi-
bitor esetében varhatd volt, az SGMI-2 tokéletesen gatolta a lektin utat. Nagy
oromuinkre a masik két Utra egyaltalan nem volt hatassal. A kizarélag MASP-1-et
gatld SGMI-1 esetében - a MASP-1 tankényvi segédenzim szerepének megfele-
|6en - csak részleges gatlast vartunk. Amellett, hogy ez az inhibitor sem hatott
a masik két utvonalra, nagy meglepetésiinkre a MASP-1 gatlasa is totalis lektin
Ut gatlast eredményezett.

A MASP-1 valddi szerepe
Az elsdgeneracids inhibitorokkal arra jutottunk, hogy a MASP-1 fontosabb sze-
repld, mint ahogy azt korabban hitték. A masodik generacidos monospecifikus
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MASP-1 inhibitorral kapott 100 %-o0s gatlas egyértelmien bizonyitotta, hogy a
MASP-1 nem segédenzim, ellenkezlleg, abszolut fontossagu, megkerilhetetlen
komponense a lektin Ut aktivaldodasanak. A széles korben elfogadott aktivaloda-
si mechanizmus tehat hibas. Hely hianyaban ugyan abrakkal nem illusztralom,
de a kovetkez0 kisérletekkel eredtiink a MASP-1 szerepének nyomaba. El6szor
is kimutattuk, hogy a MASP-1 inhibitor SGMI-1 (szemben a MASP-2 inhibitor
SGMI-2-vel) csak akkor képes tokéletesen gatolni a lektin utat, ha a MASP-2 a
szérumban még alapallapotban, tehat zimogénként van jelen. Izolalt zimogén
MASP-2 autoaktivaciéjat kdvetve igazoltuk, hogy az SMGI-1 molekula (szemben
az SGMI-2-vel) a MASP-2 autoaktivaciéra egyaltaldn nem hat, tehat nem csak
az aktivalt MASP-2-t nem gatolja (ezt mar tudtuk), de zimogén MASP-2-t sem
gatol. Végll megmeértiik, hogy a MASP-2 zimogént milyen hatékonysaggal ké-
pes a MASP-1 aktivalni. Ehhez olyan MASP-2 zimogént hasznaltunk, amelyben a
katalitikus szerint alanin helyettesiti, tehat az ,aktivaci¢” eredménye egy inak-
tiv MASP-2, ami nem képes zimogén MASP-2 hasitasra. Kiderllt, hogy ebben
a rendszerben a MASP-1 mintegy huszszor hatékonyabban aktivalja a zimogén
MASP-2-t mint maga a MASP-2 [3].

Ertelmezés, egy Gj lektin Gt aktivalédasi modell megalkotasa
A modellalkotashoz felhasznalt Uj eredményeink réviden 6sszefoglalva a kdvet-
kezo6k:
a) A MASP-1 gatlas tokéletes lektin Ut gatlast biztosit mindaddig, amig a
szérum zimogén allapotu, tehat nincs aktiv MASP-2 a rendszerben;
b) A MASP-1 gatolt szérumban nem jelenik meg a MASP-2 autoaktivacids
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képessége, jollehet az tisztitott MASP-2 zimogénekkel kimutathato;

c) Ez a hatas nem zimogén MASP-2 gatlasnak tulajdonithatd, ugyanis az
SGMI-1 nem gatol zimogén MASP-2-t sem;

d) A MASP-1 huszszor jobb MASP-2 zimogén aktivator, mint a MASP-2.

Mindezekbol arra kovet-

Eddigi modell Uj modell keztettunk, hogy a MASP-
1 a MASP-2 kizarolagos
MBL, ficolin MBL, ficolin fizioldgias aktivatora nor-

\ J mal human szérumban!
l D Igen am, de amint azt a
» i bevezetében ismertet-
MASP-2 tem, ez az eredmény el-
/ \ lentmond mind az in vitro
@ @ adatoknak, mind pedig a

MASP-1 génkiutott alla-

3 2 tok széruman folytatott
‘P “@ kisérleteknek. In vitro
kisérletekben igazolha-

td, hogy a MASP-2 ké-

C3 konvertaz C3 konvertaz pes autoaktivaciora, és a

MASP-1 hidanyos szérum-
ban is zajlik - igaz csOkkentett mértékben - a lektin Ut aktivalédasa. Vajon ho-
gyan oldhato fel ez az ellentmondas?

Véleményink szerint a fenti Uj eredmények egyetlen mar korabban is ismert
adattal kombinalva olyan modellhez vezetnek, amely minden eddigi megfigye-
léssel 6sszhangban van, s6t magyarazza az eddig kevéssé értelmezhetd isme-
reteket is.

Az in situ MASP-1 gatlaskor elmaradé MASP-2 autoaktivacio legegyszerlibb ma-
gyarazata az lehet, hogy fizioldgias korilmények kozott, tehat normal szérum-
ban praktikusan soha nem talalkozik egymassal két MASP-2 zimogén. A MASP-1
és a MASP-2 ugyanazokhoz a felismeré molekuldkhoz képesek kdtddni, csak-
hogy MASP-1 molekulabdl a szérumban 20-szor annyi van, mint MASP-2 mole-
kulabdl. Raadasul méréseink szerint a MASP-1 20-szor nagyobb hatékonysaggal
hasitja a zimogén MASP-2 molekulat, mint a MASP-2. Mindezek egylttesen azt
eredményezik, hogy praktikusan minden MASP-2 zimogén MASP-1 molekulakkal
van korbevéve, és még ha lenne is dinamikus atrendezddésre lehetdség a fizio-
l6gias rendszerben, a MASP-2 dnaktivacidja Iényegesen kevésbé hatékony, mint
a MASP-1 altali aktivalasa.

Amennyiben a felismer6-molekulak telitettek MASP enzimekkel, és a MASP-2
molekulakat kortlvevé MASP-1 molekulakat in situ hatd kis inhibitorokkal ga-
tolva tartjuk, akkor a MASP-2 zimogéneket a MASP-1 immar nem aktivalja, a
MASP-2 molekuldk pedig a kordbban emlitettek miatt nem tudjak egymast ak-
tivalni.
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No de mit jésol ez a modell arra az esetre, ha a MASP-1 molekulakat nem in situ
gatoljuk, hanem teljes egészében eltavolitjuk, mint a MASP-1 génkiltott egerek
esetében? A helyzet ilyenkor radikalisan megvaltozik. A normalisan 20-szoros
feleslegben 1év6 MASP-1 eltavolitdsa szabad kot6helyek megjelenéséhez vezet
a felismerd-molekulakon, ami lehetdvé teszi, hogy MASP-2 zimogének dinami-
kus atrendezddéssel egymas kodzelébe kétddjenek és aktivaljak egymast. Mivel
ilyenkor sokkal tébb szabad koétdhely van, mint MASP-2, és mivel a MASP-2
molekuldk viszonylag kis hatékonysaggal aktivaljdk a MASP-2 zimogént, ez a
dinamikus egymasra taldlas és aktivalas joval kisebb hatékonysagu kell, hogy
legyen, mint a fizioldgids, MASP-1 altali aktivalas.

Nos, a MASP-1 génkiltott egerek esetében éppen ez a helyzet! Az (j modell
tehat nem csak a sajat Uj eredményeinkkel, hanem masok korabbi, latszdlag
ellentmondd modelljeivel is tokéletesen 6sszhangban van.

Tul azon, hogy sikertlt korrigalnunk egy fontos immunoldgiai folyamat aktiva-
l6dasi modelljét, ezek az eredmények fontos gyakorlati jelentdséggel is birhat-
nak. Mivel a lektin Ut jelentOs szerepet jatszik az iszkémia/reperflzids sérilések,
igy a szivinfarktust és szélitést kdvetd massziv szovetkarosodas kialakulasaban
[30], ezen utvonal szelektiv gatldsa komoly terapias lehet6ségeket nyit meg. Az
ezek felé vezetd Uton egyrészt |étrehoztuk az els6 lektin Ut szelektiv inhibitoro-
kat, masrészt a MASP-1 kdzponti jelentéségének feltdrasaval megduplaztuk a
gyogyszercélpontként szdéba johetd proteazok szamat.
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Bemutatkozik az ELTE TTK Biokémiai Tanszék

BEMUTATKOZIK AZ EOTVOS LORAND TUDOMANYEGYETEM
TERMESZETTUDOMANYI KAR BIOKEMIAT TANSZEKE

Tanszékvezeto: Dr. Nyitray Laszlo tanszékvezeté docens

Az ELTE TTK Biokémiai Tanszék 44 éves multra tekint vissza. A tanszék meg-
alapitasanak 40. évforduldja alkalmabdl rendezett emlékiilés alkalmabdl a Bio-
kémia folydirat olvaséi mar részben megismerhették a tanszék multjat (lasd
Biokémia (2008) 32: 97-98), és tudomanyos kdzlemények formajaban tobb ku-
tatocsoportunk eredményeirdl is olvashattak (lasd Biokémia (2008) 32: 78-97).
A Trefort-kertbdl 2001-ben koéltozott a tanszék a jelenlegi helyére, az ELTE TTK
Lagymanyosi Campusara.

Most ismét rank kerilt a sor a hazai biokémiai mihelyeket bemutaté rovatban,
ami részben Graf Laszlé akadémikus 70. szliletésnapjanak is betudhato, akit
ebben a lapszamban kdszontlnk.

A tanszék bemutatkozasa soran az oktatdi és kutatdi tevékenységlink és a tan-
széki kutatécsoportok rovid 6sszefoglalasa utan ,atadom a tollat” kollégaimnak,
akik a jelenleg folyd kutatasaikrél szamolnak be egy-egy roévid kdzlemény for-
majaban.

A Biokémiai Tanszék jelenleg az ELTE TTK Bioldgiai Intézetének egyik legdina-
mikusabb, a hivatalos széhasznalat szerint Intézeti Tanszéke. A tanszéken nyolc
onalld kutatocsoport mikodik. Az oktatdink létszama nem tul magas: egy ,fél”
egyetemi tanar (a tanszékvezet6, Ny.L. kinevezése folyamatban van), harom
docens (Malnasi Csizmadia Andras, Pal Gabor, Venekei Istvan), egy adjunktus
(Kardos Jozsef), egy tanarsegéd (Radnai Laszld). Két kutatécsoportot tudoma-
nyos fémunkatarsak vezetnek (Kovacs Mihaly és Reményi Attila). Szerencsénkre
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aktiv oktatdi és kutatdéi munkaval segit benniinket hdrom nyugdijas munkatar-
sunk is. Graf Laszld, a mar emlitett szliletésnapbdl kovetkezden, ettél az évtol
az egyetem emeritus professzora, de tovabbra is aktivan kutat. Hegyi Gyoérgy
szintén emeritus professzorként oktat és kutat vellink, sét a tanszék ,6rokds fo-
szakacsa”, aki a kortlbelll tiz éve rendszeres tavaszi kirandulasainkon a mindig
nagy étvaggyal elfogyasztott bogracsételek szakavatott elkészitéje is (nem vé-
letlen, hogy kutatdmunkajaban is 6 a leginvenciézusabb szerves vegyész kozot-
tlink). Az evés mellett a sportolast sem hanyagoljuk el - az ELTE Legsportosabb
Tanszéke kupat eddig tizszer nyertiik el.

Szilagyi Laszlé nyugdijas docensként kutatoi (és oktatdi) egylttmiikodést foly-
tat a Sapientia Erdélyi Magyar Tudomanyegyetem egyik kutatdcsoportjaval, s
rendszeresen dolgoznak az itteni laboratériumaban erdélyi doktoranduszok. A
tanszéken korabban Graf Laszl6 vezetésével m(ikodott egy ELTE-MTA Kutatdcso-
port. 2012-tdl ,Fehérjék flexibilitdsanak és enzimatikus tulajdonsagainak dssze-
flggései az enzim- és ligandumtervezésben” cimmel Uj kihelyezett akadémiai
kutatdcsoportot inditott Malnasi Csizmadia Andras, s a csoportot er6siti Graf
Laszlé professzor is. Kutatdcsoportjainkat kiegésziti egy bioanalitikai laboraté-
rium, amelyet Patthy Andras nyugdijas tudomanyos fémunkatarsunk miikod-
tet. A tanszék négy munkatarsa habilitalt, 6ten rendelkeznek MTA doktori cim-
mel. Zavodszky Péter, az MTA Enzimoldgiai Intézet volt vezetbje, egyetemiink
emeritus professzora szamara is fenntartunk egy irdasztalt a tanszék tertiletén,
ezzel is jelezve az intézeteink kozotti szoros szakmai és oktatasi egyittmiko-
dést - lasd késbbb).

Oktatasi feladatainkrol diohéjban. Természetesen a biokémia és molekularis bi-
oldgia oktatasa a legfobb faladatunk. Evek ota két szinten oktatjuk a targyat,
az alapszinten 5 éra el6adast és 3 6ra szeminariumi gyakorlatot, mig az emelt
szinten 7 oOra el6adast, 3 6ra szeminariumi és 6 6ra laboratériumi gyakorla-
tot jelent, évente kétszaz bioldgia alapszakos didk szamara. A mi feladatunk
a Géntechnoldgia targy oktatasa is, BSc és MSc szinten, bioldgus, vegyész és
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biofizikus hallgatéknak. Az MSc képzésen keretében a molekularis bioldgia szak-
iranyon belll (amelyet az Immunoldgia és Mikrobioldgia Tanszékekkel kézdsen
jegyziink), kotelez6 targyként oktatunk fehérjetudomanyt, molekularis bioldgiat
és a rendszerbioldgia alapjait. Szamos kotelezOen valaszthatd és specialis kol-
légium egésziti ki a képzést. Jelenleg legfontosabb oktatasfejlesztési feladatunk
egy, a sokéves oktatasi tapasztalataink alapjan ir6do ,Bevezetés a biokémiaba”
elektronikus elméleti és gyakorlati tankdnyv elkészitése (egy TAMOP oktatasfej-
lesztési palyazat finanszirozasaban). Az Ujbdl napirendre kertlt felsdoktatasi re-
form keretében ,,Fehérjetudomany — Proteins Science” elnevezéssel angol nyelv(
specialis mesterszak elinditasan dolgozunk. Részt vallalunk a kdzépiskolas te-
hetséggondozasban is. Nyaranta molekularis bioldgia tabort szerveziink, amire
a diakokat az ,ELTE hazhoz megy” program keretében kézépiskolakban tartott
szakmai el6adasokhoz két6do vetélkeddkon valogatjuk ki.

Evente &atlagosan 6t-tiz BSc és ugyanilyen szdmd MSc szint(i hallgaté készit
szak- illetve diplomadolgozatot a tanszéken. Didkjaink rendszeresen nyernek
TDK konferenciakon dijakat (az elmult harom évben hét dijazott, egy Pro Sciencia
Aranyérmes). Fiataljaink az utdbbi évek konferenciain (MBKE, FEBS) négy leg-
jobb poszter dijat nyertek el, Gyimesi Maté MBKE dijat kapott 2010-ben.

Az ELTE Bioldgia Doktori iskola legnagyobb programja, Szerkezeti biokémia né-
ven a tanszéklinkhoz koéthetd. Az indulastdl az idei évig Graf Laszlo vezette,
amelyre a biolégus hallgatdkon kivil vegyészek, fizikusok, biomérnokok, or-
vosok is jelentkeznek. A Graf-korszakban egy hijan szaz hallgatd szerezte meg
PhD fokozatat ebben a programban, akik kozill harmincketten a tanszéken vé-
gezték kutatdmunkajukat. A tanszéken dolgozé PhD hallgatdk szama jelenleg
meghaladja a husz f6t.

A bemutatkozas elején a tanszékilinket az ,egyik legdinamikusabb” jelzdvel il-
lettem. Tettem ezt azért, mert koszonhetben Graf Laszlé bdlcs elbrelatasanak,
mara egy olyan, az alkotoerejik teljében Iévo kutatokbdl allo kézdsség allt 6sz-
sze a tanszéken, aminek a sikereit manapsag arathatjuk le. Blszkék vagyunk
dijazottainkra, komoly nemzetkozi kutatasi palyazatokat elnyert kollégainkra,
kutatdéi Osztdndijasainkra (ABC és nem értéksorrendben): Graf Laszlé 2009-
ben a Szildrd Led Professzori Oszdndij nyertese; Hetényi Csaba Talentum di-
jas (2010) és Bolyai Janos 0sztdondijas (2009); Kardos Jézsef kétszeres Bolyai
Janos 0Osztdndijas (2005, 2011); Kovacs Mihaly Talentum (2009) és Ignatz L.
Lieben dijas (2011), 2011-ben Lendllet Fiatal Kutatd Program nyertese; Malnasi
Csizmadia Andras az Eurdpai Kutatasi Tanacs (ERC) Starting Investigator Grant
nyertese (2008); Pal Gabor a Magyar Kutatoi dij kitlintetettje (2010), idén az
ELTE Innovativ Kutatdja és a Bolyai-plakett dijazottja (lasd ,Akikre bliszkék va-
gyunk” rovat); Reményi Attila a Wellcome Trust és az EMBO Installation Grant
tamogatottja (2007), Bolyai 6sztondijas (2009). A szakmai teljesitménylinket
roviden szamokba foglalva: az utébbi 25 évben 200 publikaciot jegyeztek a tan-
szék munkatarsai. A fejlddést jelzi, hogy 2009 6ta 60 kdzleményiink jelent meg,
amelyek 6sszesitett impakt faktora 425 kordl van.

Kutatdmunkank a fehérjetudomanyon és a szerkezeti bioldgian belil széles kort
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olel fel, s ma mar messze tulmutat a Biokémia Tanszék Bird- korszakaban (1968-
1986) mlvelt izombiokémian és a Graf-korszakban (1986-2007) dominald, a
szerin-protedazok mikddését tanulmanyozd témakon. A legjobb hagyomanyok
folytatasaként azonban ma is sikeresen kutatjuk mind a motorfehérjéket (3 ku-
tatocsoport), mind a proteazokat és inhibitoraikat (4 kutatécsoport). M(iszer-
parkunk folyamatosan fejlédik. Két mUiszeregylttest emelnék ki. A ,Nemzeti
Kutatasi Infrastruktira Regiszter” része a nemzetkdzileg is magas szinvonalat
képvisel0 gyors-kinetikai és fluoreszcens laboratoriumunk (Malnasi Csizmadia
Andras és Kovacs Mihaly szakmai vezetésével); a megvaldsitas fazisaba lépett
(a Bioldgiai Intézet core facility-jeként) a ,,Molekularis kdlcsénhatas” laboraté-
rium, amelyben egyel6re egy SPR és egy multifunkcids lemezleolvaso készlilék
tzemel (Pal Gabor szakmai vezetésével).

Kutatécsoportjaink kiterjedt hazai és nemzetkdzi egyilttmikddeést folytatnak.
Stratégiai egylttm{kddo partneriink az ELTE TTK-n belll a Perczel Andras ve-
zette szerkezeti kémiai/bioldgiai kutatécsoport, valamint a Buday Laszlé vezette
MTA TTK Enzimoldgiai Intézet. A két emlitett kutatdoval masfél évvel ezel6tt elin-
ditottunk OLPS (Open Laboratory of Proteins Science) néven egy Szent-Gyorgyi
Albert szellemiségének jegyében fogant kezdeményezést, amelyet reményeink
szerint a fehérjetudomany irant érdeklodo kutatdk toltenek majd meg tartalom-
mal.

A tanszék bemutatasat a kutatdcsoportok tagjainak és a legutébbi évek legfon-
tosabb publikacidinak felsorolasaval zarom. Az egyes laboratoriumokban folyé
munka legizgalmasabb eredményeirdl szdljanak az érintettek. Kiemeléssel je-
|01tk azon szerzd nevét, aki az adott csoporthoz tartozik vagy tartozott a cikk
irdsakor.

1. Szerin-proteaz kutatdécsoport
Csoportvezetd: Graf Laszlé akadémikus. Munkatarsak: Molnar Tamas PhD hall-
gato, Takats Kornél PhD hallgaté

Valogatott publikacidk:
Wahlgren W.Y., Pal G., Kardos J., Porrogi P., Szenthe B., Patthy A., Graf L.,
Katona G. (2011) J Biol Chem, 286: 3587-96

Rauscher A.A., Simon Z., Sz4lI8si G.J., Graf L., Derényi 1., Malnasi-Csizmadia
A. (2011) Temperature dependence of internal friction in enzyme reactions.
FASEB J, 25: 2804-13
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Voros K., Graf L. Jr, Prohdaszka Z., Graf L., Szenthe P., Kaszas E., Borocz Z.,
Cseh K., Kalabay L. (2011) Serum fetuin-A in metabolic and inflammatory
pathways in patients with myocardial infarction. Eur J Clin Invest, 41: 703-
9

Tarnok K., Szilagyi L., Berki T., Nameth P., Graf L., Schlett K (2010): Anoxia leads
to a rapid translocation of human trypsinogen 4 to the plasma membrane of
cultured astrocytes., J Neurochem, 115:314-324

Gombos L, Kardos ], Patthy A, Medveczky P, Szilagyi L, Malnasi-Csizmadia A,
Graf L. (2008) Probing conformational plasticity of the activation domain of
trypsin: the role of glycine hinges. Biochemistry, 47: 1675-84

2. Fehérje folding és amiloid kutatocsoport
Csoportvezetd: Kardos Jézsef adjunktus. Munkatarsak: Micsonai Andras PhD hallgato,
Kernya Linda tud. smts, Bulydki Eva PhD hallgatd, Szabd Eszter asszisztens

Valogatott publikacidk: i

Kardos J., Micsonai A., Pal-Gabor H., Petrik E., Graf L., Kovacs J., Lee
Y.H., Naiki H., Goto Y (2011) Reversible heat-induced dissociation of B2-
microglobulin amyloid fibrils. Biochemistry, 50: 3211-20

Kovacs E., Harmat V., Téth J., Vértessy B.G., Moédos K., Kardos J., Liliom K. (2010)
Structure and mechanism of calmodulin binding to a signaling sphingolipid
reveal new aspects of lipid-protein interactions. FASEB J, 24: 3829-39

Orban G.., Volgyi K., Juhasz G., Penke B., Kékesi K.A., Kardos J., Czurko, A.
(2010) Different electrophysiological actions of 24- and 72-hour aggregated
amyloid-beta oligomers on hippocampal field population spike in both
anesthetized and awake rats. Brain Research, 1354: 227-235

Pal-Gabor H., Gombos L., Micsonai A., Kovacs E., Petrik E., Kovacs J., Graf
L., Fidy J., Naiki H., Goto Y., Liliom K., Kardos J. (2009) Mechanism of
lysophosphatidic acid-induced amyloid fibril formation of f2-microglobulin in
vitro under physiological conditions Biochemistry, 48: 5689-99

Hajdu I., Szilagyi A., Kardos J., and Zavodszky, P. (2009) A link between hinge-
bending domain motions and the temperature dependence of catalysis in
IPMDH. Biophys J., 96: 5003-12

3. Motorenzimoldgia kutatécsoport

Csoportvezetd: Kovacs Mihaly tud. fomts (2011-t6l a Lendilet program ta-
mogatasaval). Munkatarsak: Gyimesi Maté, tud. mts (jelenleg Marie Curie 6sz-
tondijjal kulfoldon), Sarlds Kata predoktor, Nagy Nikolett predoktor, Kocsis Zsu-
zsa PhD hallgaté, Harami Gabor PhD hallgatd, Ferenczi Veronika PhD hallgatd,
Krajcsi Anikd asszisztens

Valogatott publikacidk:

Ma X.*, Kovacs M.*, Conti M. A., Wang A., Zhang Y., Sellers J. R., Adelstein R.
S. (2012) Nonmuscle myosin II exerts tension but does not translocate actin
in vertebrate cytokinesis. Proc Natl Acad Sci USA, 109: 4509-14
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Sarlés K., Gyimesi M., Kovacs, M. (2012) RecQ helicase translocates along
single-stranded DNA with a moderate processivity and tight mechanochemical
coupling. Proc Natl Acad Sci USA, 109: 9804-9

Gyimesi M., Sarlos K., Derényi I., Kovacs M. (2010) Streamlined determination
of processive run length and mechanochemical coupling of nucleic acid mo-
tor activities. Nucleic Acids Res, 38: €102

Takacs B., Billington N., Gyimesi M., Kintses B., Malnasi-Csizmadia A., Knight P.
J., Kovacs M. (2010) Myosin complexed with ADP and blebbistatin reversibly
adopts a conformation resembling the start point of the working stroke. Proc
Natl Acad Sci USA, 107: 6799-804

Malnasi-Csizmadia A., Kovacs M. (2010) Emerging complex pathways of the
actomyosin powerstroke. Trends Biochem Sci, 35: 684-690

4. Molekularis bioldgiai és bioinformatikai kutatécsoport

Csoportvezetd: Malnasi Csizmadia Andras docens (2008-t6l ERC tamogatas-
sal, 2012-t6l ELTE-MTA kutatdcsoport vezetoként is). Munkatarsak: Hegyi Gyorgy
emeritus prof., Hetényi Csaba tud. fémts., Jelinek Baldazs tud. mts., Rauscher
Anna PhD hallgato, Varkuti Boglarka PhD hallgato, Lérincz Istvan PhD hallga-
t6, Végner Laszlé PhD hallgatd, Képird Miklés PhD hallgatd, Peragovics Agnes
PhD hallgatd, Szegvari Gabor PhD hallgatd, Yang Zhenhui predoktor, Ozordéczyné
Szasz llona asszisztens

Valogatott publikacidk:

Képiré M., Varkuti B.H., Bodor A., Hegyi G., Drahos L., Kovacs M., Malnasi-
Csizmadia A. (2012) Azidoblebbistatin, a photoreactive myosin inhibitor.
Proc Natl Acad Sci USA, 109: 9402-7

Varkuti B.H., Yang Z., Kintses B., Erdélyi P., Bardos-Nagy I., Kovacs A.L., Hari
P., Kellermayer M., Vellai T., Malnasi-Csizmadia A. (2012) A novel actin
binding site of myosin required for effective muscle contraction. Nat Struct
Mol Biol, 19: 299-306

Peragovics A., Simon Z., Brandhuber I., Jelinek B., Hari P.,, Hetényi C.,
Czobor P., Malnasi-Csizmadia A. (2012) Contribution of 2D, 3D structural
features of drug molecules in the prediction of Drug Profile Matching. J Chem
Inf Model, 2012 Jun 14. [Epub ahead of print]

Rauscher A.A., Simon Z., Sz4lI6si G.J., Graf L., Derényi I., Malnasi-Csizmadia
A. (2011) Temperature dependence of internal friction in enzyme reactions.
FASEB J, 25: 2804-13

Malnasi-Csizmadia A., Kovacs M. (2010) Emerging complex pathways of the
actomyosin powerstroke. Trends Biochem Sci, 35: 684-690
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5. Motorfehérje szerkezeti bioldgiai kutatocsoport

Csoportvezetd: Nyitray Laszlo tanszékvezetd docens. Munkatarsak: Radnai
Laszld tanarsegéd, Rapali Péter predoktor, Kiss Bence PhD hallgatd, Biri Beata
PhD hallgatd, Bakos Anita asszisztens

Valogatott publikacidk:

Kiss B., Duelli A., Radnai L., Kékesi K.A., Katona G., Nyitray L. (2012) Crystal
structure of the S100A4-myosin IIA tail fragment complex reveals an
asymmetric target binding mechanism. Proc Natl Acad Sci USA, 109: 6048-
53

Rapali P., Garcia-Mayoral M.F., Martinez-Moreno M., Tarnok K., Schlett K., Albar
J.P.,, Bruix M., Nyitray L., Rodriguez-Crespo I. (2011) LC8 Dynein Light
Chain (DYNLL1) Binds to the C-terminal Domain of ATM-interacting protein
(ATMIN/ASCIZ) and Regulates its Subcellular Localization. Biochem Biophys
Res Comm, 414: 493-8

Rapali P., Szenes A., Radnai L., Bakos A., Pal G., Nyitray L. (2011) DYNLL/
LC8: A Light Chain Subunit of the Dynein Motor Complex and Beyond. FEBS
J, 278: 2980-96

Rapali, P., Radnai, L., Siuiveges, D., Harmat, V., Télgyesi, F.,, Wahlgren, W.Y.,
Katona, G., Nyitray, L., Pal, G. (2011) Directed evolution reveals the binding
motif preference of the LC8/DYNLL hub protein and predicts large humbers
of novel binders interactors in the human proteome. PLoS One, 6: €e18818

Radnai L., Rapali P., HAdi Z., Siiveges D., Molnar T., Kiss B., Bécsi, B., Erdddi
J., Kardos M., Kovacs M., Nyitray L. (2010): Affinity, avidity and kinetics of
target sequence binding to LC8 dynein light chain (DYNLL) isoforms. J Biol
Chem, 285: 38649-38657

6. Iranyitott fehérje-evolicio kutatocsoport
Csoportvezetd: Pal Gabor docens. Munkatarsak: Héja David predoktor, Rapali
Péter predoktor, Szakacs David PhD hallgatd, Boros Eszter PhD hallgatd

Valogatott publikacidk:

Héja D., Harmat V., Fodor K., Wilmanns M., Dobé J., Kékesi K.A., Zavodszky P.,
Gal P., Pal G. (2012) Monospecific inhibitors show that both mannan-binding
lectin-associated serine protease (MASP)-1 and -2 are essential for lectin
pathway activation and reveal structural plasticity of MASP-2. J Biol Chem,
287: 20290-20300

Héja D., Kocsis A., Dobé J., Szilagyi K., Szasz R., Zavodszky P., Pal G., Gal
P. (2012) Revised mechanism of complement lectin-pathway activation
revealing the role of serine protease MASP-1 as the exclusive activator of
MASP-2. Proc Natl Acad Sci USA, 109:10498-503

Szenes A., Pal G. (2012) Mapping Hidden Potential Identity Elements by
Computing the Average Discriminating Power of Individual tRNA Positions.
DNA Res, 19: 245-258
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Szabd A., Héja D., Szakacs D., Zboray K., Kékesi K.A., Radisky E.S., Sahin-
Toth M., Pal G. (2011) High-affinity small protein inhibitors of human
chymotrypsin C (CTRC) selected by phage display reveal unusual preference
for P4’ acidic residues. J Biol Chem, 286: 22535-22545

Kocsis A., Kékesi K.A., Szasz R., Végh B.M., Balczer J., Dob6 J., Zavodszky P., Gal
P., Pal G. (2010) Selective inhibition of the lectin pathway of complement with
phage display selected peptides against mannose-binding lectin-associated
serine protease (MASP)-1 and -2: significant contribution of MASP-1 to lectin
pathway activation. J Immunol, 185: 4169-4178

7. Fehérje interakcio kutatocsoport

Csoportvezet6: Reményi Attila tud. fdmts. Munkatarsak: Alexa Anita tud. mts.,
Garai Agnes PhD hallgatd, Varga Janos PhD hallgatd, Glatz Gabor PhD hallgatd,
Zeke Andras PhD hallgatd, Rakacs Marianna asszisztens

Valogatott publikacidk:

Kapp G.T., Liu S., Stein A., Wong D.T., Reményi A., Yeh B.]., Fraser 1.S,,
Taunton J., Lim W.A., Kortemme T. (2012) Control of protein signaling using
a computationally designeed GTPase/GEF orthogonal pair. Proc Natl Acad Sci
USA, 109: 5277-82

Wojtasz L., Cloutier]., Baumann M., Daniel K., Varga J., Fu J., AnastassiadisK.,
Stewart A.F.,, Reményi A., Turner J. and Toth A. (2012). Meiotic surveillance
of asynapsis and a buildup of ATR activity along unsynapsed chromosome
axis require HORMAD2. Genes Dev, 26: 958-973

Alexa A., Varga J., Reményi A. (2010) Scaffolds are ‘active’ regulators of
signaling modules. FEBS J, 272:4376-82

Mok J., Kim P.M., Lam H.Y., Piccirillo S., Zhou X., Jeschke G.R., Sheridan D.L.,
Parker S.A., Desai V., Jwa M., Cameroni E., Niu H., Good M., Reményi A., Ma
J.L., Sheu Y.]., Sassi H.E., Sopko R., Chan C.S., De Virgilio C., Hollingsworth
N.M., Lim W.A., Stern D.F,, Stillman B., Andrews B.]., Gerstein M.B., Snyder
M., Turk B.E.. (2010) Deciphering protein kinase specificity through large-
scale analysis of yeast phosphorylation site motifs. Sci Signal, 3: ral2

Zeke A., Lukacs M., Lim W.A.,, Reményi A. (2009) Scaffolds: interaction
platforms for cellular signalling circuits. Trends Cell Biol, 19: 364-374

8. Molekularis patomechanizmus kutatocsoport
Csoportvezetd: Venekei Istvan. Munkatarsak: Molndr Szildrd PhD hallgaté,
Mustafa Massaoud predoktor

Valogatott publikacidk:

Felfoldi G., Elefterianos I., ffrench-Constant R.H., Venekei I., (2011) A serine
proteinase homologue, SPH-3, plays a central role in insect immunity. J Im-
muno, 186: 4828-4834

Massaoud M. K., Marokhazi J., Fodor A., Venekei I. (2010) Proteolytic en-
zyme production by strains of insect pathogen Xenorhabdus and charac-
terization of an early-log-phase-secreted protease as a potential virulence
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Osszefoglalas

Motorenzimoldgiai kutatdcsoportunk egyik f6 érdeklbdési teriilete a RecQ
csaladba tartozd DNS-helikazok molekularis miikédése és ennek szerepe
a genomkarbantarto folyamatokban. A RecQ helikazok nélkiilézhetetlen
szereplbi a DNS-hibak homoldg rekombinacion (HR) alapuld javitasanak.
E miikédés alapfeltétele a RecQ helikazok 6sszetett DNS-szerkezetek fel-
ismerésére és feldolgozasara valo képessége. A felismerés és feldolgo-
zas mechanizmusa és szerkezeti alapjai azonban az intenziv vizsgalatok
ellenére nagyrészt felderitetlenek. Az eddigi eredmények alapjan ugy
tinik, hogy a sokféle DNS-kété fehérjében — igy a RecQ helikazokban
is — megtalalhatd szarnyas hélix (winged helix, WH) domén kulcssze-
repléje a DNS-szerkezetek felismerésének. E domén tébb szaz fehérje —
féként transzkripcids faktorok — esetében szekvencia-specifikus kettds-
szalu (double-stranded, ds) DNS-kétést (,kulcs”-funkciot) tesz lehetove.
Koézelmultbeli felfedezések azonban azt sugalljak, hogy a WH domén a
RecQ helikazokban kiilbnb6z6 DNS-szaltalalkozasok és szalszerkezetek
szekvencia-aspecificikus felismerésére és szétvalasztasara (,bulldézer”-
funkcidra) adaptalddott. Jelen ésszefoglalonkban a WH domének szerke-
zeti sajatossagait a RecQ helikdzokban betdltott, masok és magunk altal
felderitett funkcidival 6sszekapcsolva mutatjuk be.

A WH domeén felépitése

A hélix-fordulat-hélix (helix-turn-helix, HTH) szerkezeti motivumot kdzel 3000
ismert fehérjében - az azonositott nukleinsav-koto fehérjék mintegy harmada-
ban - azonositottak [1]. A motivumban két a-hélix kozott egy rovid fordulat ta-
lalhatd (1A. dbra). A kanonikus HTH motivumban a két a-hélix tengelye egymas-
sal mintegy 120°-o0s szdget zar be. E hélixekhez (H, és H,) a legegyszeriibb HTH
motivumok esetében is legalabb egy tovabbi (az emlitettekhez képest N-termi-
nalisan elhelyezkedd) a-hélix (H,) csatlakozik, rendszerint egy hurokrégion ke-
resztll. A fordulatot kdvetd hélix (H,) torténeti okokbdl a felismerd (recognition)
hélix nevet kapta, mivel szamos fehérjében kdzvetlenil a szekvencia-specifikus
nukleinsav-felismerésben jatszik szerepet. A HTH motivum mindkét irdnyban
tovabbi masodlagos szerkezeti elemekkel bovilhet. A jarulékos elemek alapjan
szamos HTH-altipust azonositottak [1]. Egy addig ismeretlen HTH-variaciot
tartalmazo DNS-ko6td domént fedeztek fel a hepatocita nuklearis faktor 3 (HNF-
3) majspecifikus transzkripcidés faktor csalad egyik tagjaban 1993-ban [2]. A
HNF-3y fehérje DNS-kotd domeénje harom a-hélixbdl (amelyek kozil a fordulat
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a H, és H, elemek kozott talalhatd), harom B-szalbdl (S,-S,) és két viszonylag
nagy meéretl hurokbdl (W, és W,) épdl fel H,-S -H,-T-H,-S_-W -S_-W, sorrendben
(1B. abra). A szerzdk e szerkezetet - a H, felismerd hélixet mintegy ,szarnyként”
(wing) 6lel6 hurkok (W, és W,) konformacidjatdl inspirdltan - szarnyas hélix
doménnek nevezték el [2]. A HNF-3y WH doménjének felfedezését kovetben
szamos, hasonlé domént tartalmazo fehérjét azonositottak. A WH-ként, illetve
egyes esetekben WHTH (winged helix-turn-helix) néven besorolt domének kozul
sok esetében hianyzik a W, elem, illetve eléfordulnak tovabbi szerkezeti variaci-
ok is [3]. E klilénbségek alapjan a SCOP adatbazisban jelenleg 84 kilonbdz6 WH
doméntipust tartanak szamon [1,3].

A) B)

H2 H3 [ felismerd

heélix

1. abra. A HTH motivum (A) és a WH domén (B) felépitése. (A) A human Pax5
transzkripcids faktor kristalyszerkezetében (1k78) megfigyelhetd, harom a- hélixet (H,-H.)
tartalmazdé HTH (helix-turn-helix) motivum. A C-terminalis a-hélix (piros, H,) szekvencia-
specifikus dsDNS-felismerésben betdltétt szerepe alapjan a ,felismerd hélix” nevet kapta.
A HTH motivumra jellemzé fordulat (T) a felismeré hélixet elézi meg. (B) A human HNF-3y
transzkripcios faktor szarnyas hélix doménjének kristalyszerkezete (1vtn). A szerkezetben
megtalalhatd hurkokat ,szarnynak” (wing, W, és W,) nevezték el.

A WH domén adaptacidja: a kulcstal...

A WH domént funkcionalisan el6szor szekvencia-specifikus dsDNS-kot6 szerkeze-
ti elemként azonositottak. A HNF-3y transzkripcids faktor esetében a specificitas
a WH domen felismerd (H,) hélixének toltéssel rendelkezé aminosav-oldallancai
és a DNS-bazisok nagy arok fel6li csoportjai kozotti kélcsdonhatasok révén va-
l6sul meg (2A. abra). A W, - és feltehetfleg a W, - szarny tovabbi DNS-kété
felUletet alkot azaltal, hogy képes a kis arokhoz illeszkedve kotéseket létesiteni
a DNS cukorfoszfat-gerincével [2]. A felismerd hélix és a nagy arok kozotti kol-
csonhatas kanonikusnak tekinthetd a szekvencia-specifikus dsDNS-felismerést
végzd WH-doménes fehérjék koérében [3].
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A fenti kanonikus DNS-ko6tési mdddal szemben az RFX1 transzkripcids faktor-
ban a W, szarny lép kapcsolatba a DNS nagy arkaval, mig a felismeré hélix -
eredeti nevével ellentétben — nem jarul hozza a szekvencia-specifikus dsDNS-
felismeréshez, hanem a kis arokkal létesit gyenge kolcsdnhatast (2B. abra)

[4].

A) Human HNF-3y

2. abra. WH domének DNS-kotési modjai. (A) ,Kanonikus” DNS-kétési mdd figyelhet6
meg a human HNF-3y transzkripcios faktor WH doménjének dsDNS-sel alkotott komplexé-
ben (1vtn). A felismer6 hélix (piros) a DNS nagy arkaba két. A W, és W, szarnyak tovabbi
kotofelszint alkotnak. (B) A human RFXI transzkripcios faktor (1dp7) a HNF-3y-étdl eltéré
DNS-kdtési mddot mutat: a szekvencia-specifikus dsDNS-felismerés a W, szarny és a DNS
nagy arkanak koélcsénhatasa révén valosul meg. (C) A human AGT fehérje az alkilalt guanin
bazisokat ismeri fel. Az AGT WH doménjének felismeré hélixe a DNS kis drkaba kot (1t38).
(D) A human ADAR1 fehérje Za WH doménje Z-DNS-hez két (1gbj). A felismerd hélix és a
W, szarny a Z-DNS cukorfoszfat-gerincével alakit ki kapcsolatokat.

Egy tovabbi DNS-kétési modozat figyelheté meg az AGT (O,-alkilguanin-DNS
metiltranszferaz) fehérjékben, amelyek a DNS alkilalt guanin bazisait ismerik
fel, és az alkilcsoport irreverzibilis eltavolitdsat végzik [5]. Az AGT-k esetében
a katalitikus oldallancokat hordozo felismer6 hélix a kis arokba fekszik és azzal
gyenge kodlcsonhatast létesit (2C. abra). A DNS-sel létesitett kdlcsdnhatasok
nagy részét a felismerd hélixet szekvencialisan megel6z0 és kdvetd hélixeknek a
DNS cukorfoszfat-gerincével alkotott kapcsolatai teszik ki [5].

7

man ADAR1 (dsRNS adenozin dezaminaz) fehérje Za doménjének esetében [6].
Az ADAR1 a mRNS informacidé-tartalmat mddositja az adenin bazisok oxidativ
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dezaminalasa (inozinna alakitasa) révén. A feltehetdleg toborzé funkciéju Za
WH domén specifikusan koétdédik a balmenetes Z-DNS-szakaszokhoz, amelyek
az RNS-polimeraz aktivitasa soran keletkezhetnek az mRNS-atiras helyén [6,7].
A Za domén felismerd hélixe és W, szarnya féként a Z-DNS cukorfoszfat-gerin-
cével lép kolcsdnhatasba (2D. abra); az egyetlen bazis-specifikus kdlcsénhatas

-7 .

A WH domén nukleinsav-kdtd funkcidéja mellett szerepet jatszik intra- és
intermolekularis fehérje-fehérje kdlcsénhatadsokban is. Az E2F4-DP2 heterodimer
transzkripcids fehérjekomplex mindkét alegysegének felismer6 hélixe (H,) a ka-
nonikus (HNF-3y tipusu) DNS-kétés mellett kapcsolatba Iép a masik alegység H,
hélixével, lehetdvé téve a dimerizaciot [8]. A Fokl endonukledzban harom, egy-
mast kovetd WH domén talalhatd, amelyek kozil az N-terminalis feldli két WH
domén kanonikus (HNF-3y) tipusu, szekvencia-specifikus dsDNS-kotést valdsit
meg [9]. Ezzel szemben a C-terminalis WH domén a DNS-t6l tavolabb helyezke-
dik el és feltehetOleg az intermolekularis fehérje-fehérje kélcsdnhatasok kialaki-
tasaban jut szerephez. A human RPA (replikaciés protein A, egyszaliu DNS-koto
fehérje) heterotrimer 32 kDa-os alegységében talalhatdé WH domén eddigi is-
mereteink alapjan nem lép kapcsolatba a DNS-sel; ehelyett kélcsdnhato felszint
biztosit szdmos partnerfehérje szamara [10].

A fenti példak alatdmasztjak, hogy a WH domén szerkezete a funkcionalis adap-
tacidé szekvencia- illetve szerkezet-specifikus DNS-kotéstol a fehérje-fehérje kol-
csbnhatasokig terjedd széles spektrumat tette lehetévé. Az alabbiakban latni
fogjuk, hogy a fentieken tulmenden e doméntipus a helikdz enzimek DNS-szer-
kezetatalakitd mechanokémiai miikddésében is hasznos alkatrésznek bizonyul.

...a bulldézerig

A helikdzok az ATP-hidrolizisb6l szarmazo szabadentalpiat a kettdsszalu nuklein-
sav-szakaszok szalainak — 6nmagaban energetikailag kedvezé6tlen - szétvalasz-
tasara hasznositjak. A szalszétvalasztd aktivitas az egyszer(ibb DNS-szerkezetek
(pl. tompa végli vagy egyszalu (single-stranded, ss) tulnyulast tartalmazé dsDNS)
mellett in vivo gyakran bonyolultabb strukturak, példaul HR-koztitermékek -
haromszall D-hurok és négyszalu Holliday-kereszt szerkezetek - feldolgozasat
teszi lehetdve.

A helikdzok hatodik szupercsaladjaba tartozé RuvB enzim két hexamer gy(rd-
je a RuvA és RuvC fehérjékkel egyltt alkotja a Holliday-kereszt szerkezeteket
mozgatd (branch migration) és feloldd (resolution) rezolvaz komplexet [11]. A
RuvB helikazban az N-terminalis, AAA+ tipusu motordomént egy WH domén ko-
veti [12]. Mutacids vizsgalatok alapjan a WH domén nélklilozhetetlen szerepet
jatszik a Holliday-szerkezetek felismerésében, jollehet izolalt formaban nem ké-
pes DNS kotésére [13]. A RuvB DNS-kotott kristalyszerkezete ismeretlen, am a
rendelkezésre allo adatok arra utalnak, hogy a RuvABC holoenzim WH doménjei
a Holliday-kereszt két atellenes szarat alkotd dsDNS-agakkal |épnek koélcson-
hatasba. A RuvB WH domén felismerd hélixének és W, szarnyanak elektrosz-
tatikus sajatsagai alapjan feltételezhet6, hogy a WH domén kanonikus maédon,
de szekvencia-aspecifikusan kotodik a dsDNS-régiokhoz és ezaltal ,szalvezet6”
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funkciot tolt be [12].

A masodik helikdz szupercsaladba tartoz6 RecQ csalad tagjai minden él6 szer-
vezetben megtalalhatdk, és kdzponti szerepet téltenek be a DNS-karosodasok
HR-n alapuld hibamentes javitasaban [14]. Az emberi genom 6t RecQ helikazt
kddol: a RecQ1, BLM, WRN, RecQ4 és RecQ5 enzimeket. A RecQ helikdzok DNS-
hibajavitasban betdltott kdzponti szerepét tikrozi, hogy az 6t paralég kozll ha-
romnak a mutacidihoz sulyos klinikai tiinetegyittesek tarsithatok. A BLM helikaz
mutacioi a Bloom szindrémat, a WRN-é a Werner szindromat, mig a RecQ4-¢ a
Rothmund-Thomson szindromat okozzak. E betegségek jellegzetes tiinetei ko-
zOtt szerepel a felgyorsult 6regedés és a kilénb6zd raktipusokra vald fokozott
hajlam [15].

DNS-hibajavité mikodésiiket a RecQ helikazok sokrétl molekularis aktivitasaik
révén fejtik ki. A dsDNS szalainak szétvalasztasa mellett ezen aktivitasok kozott
szerepel az egyszall DNS-tulnyulasok létrehozasahoz sziikséges nukleolitikus
folyamat (resection) elGsegitése [16 -18], a rekombindz nukleoprotein-szalak
szétbontdsa [19], illetve ezek szalcseréld aktivitasanak eldsegitése [20], a D-hur-
kok felbontasa [21], ssDNS-szakaszok parositasa [22], illetve a kettds Holliday-
szerkezetek megoldasahoz (dissolution) vezetd, topoizomerazokkal egyittmko-
désben végzett konvergens hidmozgatas (convergent branch migration) is [23].
E sokrétl aktivitdsok végrehajtasa komplex fehérje-architekturat igényel, ami
a RecQ helikdazok doménszerkezetében is tikrézddik. Valamennyi RecQ enzim
tartalmazza a két tandem RecA-tipusi doménbdl allé helikdz magrégiot, amely
az ATP-hidrolitikus kémiai reakciét az ssDNS-szalon térténd egyiranyu tovaha-
ladas (transzlokacid) mechanikai eseményéhez kapcsolja. A RecA doméneket a
csalad tagjainak nagy részében ZBD (zinc-binding domain, Zn%**-k6t6 domén),
WH és HRDC (helikdz és RNazD C-terminalis) domének kovetik (3. abra) [24].
A ZBD nélkilozhetetlen a RecQ helikazok megfelel6 feltekeredéséhez, és felte-
hetdleg szerepet jatszik a DNS kotésében is [19,25,26]. A HRDC domén funk-
képes kotodni az ssDNS-hez; feltételezések szerint e domén szerepet jatszik a
szalszétvalasztas soran felszabaduld ssDNS-szalak Ujraparosodasanak meggat-
lasaban [27]. A WRN és BLM helikazok esetében a HRDC domén DNS-szerkezet-
felismerd funkcidjat is kimutattak [28].

Mas HR-fehérjékhez hasonldan a RecQ helikazok is nagy affinitassal kétédnek
komplex szerkezetl HR-koztitermékekhez és hibajavitasi célstrukturakhoz:
D-hurkokhoz, Holliday-keresztekhez, replikacids villakhoz és G-tetraplexekhez
[14]. EDNS-szerkezetek felismerésének mechanizmusa azonban a RecQ helikazok
1983-as felfedezése 6ta még mindig jorészt felderitetlen [24]. Az utébbi évek-
ben publikalt adatok arra utalnak, hogy a csalad legtobb tagjaban megtalalhato
WH doménnek sajatos szerepe van a DNS-szubsztratok szalszerkezet-specifikus
felismerésében és atalakitdsaban. Ez alapjan a funkcionalis adaptacié kilonle-
ges példajanak képe kezd kirajzolddni.

A RecQ helikdzok WH doménjének masodlagos szerkezeti elemei valamennyi
ismert esetben H -H,-H,-T-H,-S -W,-S,-H, sorrendben kdvetik egymast: a szer-
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3. abra. A RecQ csalad tagjainak sematikus (nem hosszaranyos) doméntérképe.
A két RecA domén (vilagoskék és sotétkék) alkotja a helikdz magrégidt. A csalad tagjainak
tébbsége tartalmaz ZBD (zinc-binding domain, Zn?** két6 domén, sziirke), WH (winged
helix, szarnyas hélix, z6ld) és HRDC (helikdz és RNazD C-termindlis domén, narancs)
doméneket. A RecQ csaladban egyediilallo mdédon a human WRN fehérje N-terminalis
exonukledaz domént is tartalmaz. A human RecQ5 fehérjének harom splice-formaja (a, B,
y) ismert.

kezetb6l a HNF-3y tipusu transzkripcios faktoroknal megfigyelhetd W, szarny hi-
anyzik. E konzervalt felépités ellenére a RecQ-csaladbeli WH domének aminosav-
szekvencidja alacsony foku konzervaltsagot mutat a RecA motordoménekéhez
képest [24]. Az 6t human RecQ-homoldg kilénb6z6 élettani folyamatokban vesz
részt, amelyek sordn az egyes enzimek kilonféle komplex DNS-szerkezetek fel-
dolgozasat végzik [29,30]. Hipotézisiink alapjan a WH domének szekvencialis
és finomszerkezeti klilonbségei hozzajarulhatnak a RecQ enzimek funkcionalis
diverzitdsahoz. A WH domén szerkezet-specifikus DNS-felismerésben betoltott
szerepét tamasztja ald, hogy a human BLM helikaz izolalt ZBD + WH régidja ha-
sonld affinitdssal kotodik G-tetraplex szubsztratokhoz, mint a teljes hosszusagu
fehérje [31]. A human RecQ5B helikazrol, amelybdl természetes modon hia-
nyoznak a WH és HRDC domének (3. abra), kimutattak, hogy az csak egyszeri
DNS szerkezetek felbontdsara képes [32].

A WH domén meglepd DNS-ko6lcsonhatasi modja figyelhetd meg a human RecQ1
helikdz RecA + ZBD + WH régidjanak ssDNS-tulnyulassal rendelkezd dsDNS je-
lenlétében megoldott kristalyszerkezetében (4A. abra) [33].

A szerkezetben a WH domén B-hajtl eleme (S,-W.-S,) az ssDNS-dsDNS csatla-
kozasi ponthoz nyulik, mikdzben a hajtl csucsan elhelyezkedd tirozil oldallanc a
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A) B)

Human RecQl Human WRN

4. abra. A human RecQ1 (2wwy, A) és WRN (3aaf, B) helikazok WH doménjének
kolcséonhatasa dsDNS-sel. A RecQ1 és WRN helikdzokban megtalalhatd, a transzkripci-
0s faktorok felismerd hélixével azonos pozicioban Iévé H, hélix (piros) a DNS-t6l tavolabb
helyezkedik el. A WH-DNS kdlcsénhatds a W, szarnyon keresztiil jén létre. A dsDNS utolsé
bazisparja mindkét fehérje esetében szétvalik a W, szarny dsDNS-hez térténé kétésé-
nek hatasara. E szerkezeti megfigyelések alatamasztjak a WRN és RecQ1 helikdzok WH
doménjének dsDNS-szalszétvalasztasban betéltott elengedhetetlen szerepét.

dsDNS 5’-végi bazisparjat mintegy ,toldlapatként” kiforditja a kettds hélixbdl. Ha-
sonld kolcsénhatas figyelhetd meg a human WRN helikaz izolalt WH doménjének
dsDNS jelenlétében megoldott kristalyszerkezetében is (4B. &dbra) [34]. A felis-
merd hélix a RecQ1 szerkezetben a ZBD és RecA domének kdzelében (5A. abra),
illetve — mind RecQ1, mind WRN esetében - a DNS-t6l tavolabb helyezkedik
el. A W, szarnynak a RecQ1 helikdz DNS-szalszétvalaszté miikédésében betdl-
tott szerepét pontmutacids analizissel is igazoltdk: a szarny végén elhelyezked6
tirozin alaninra cserélése a szalszétvalasztd aktivitas elvesztését okozta [33]. A
WRN helikaz WH domént érintd kiilonb6zd delécidi is a szalszétvalaszto aktivitas
csOkkenését eredményeztek [35].

A WRN és RecQ1 helikazok WH doménjének fenti ,toldlapat”-funkcidéja mindazo-
naltal nem altalanosithaté a teljes RecQ csalad esetében. Az E. coli RecQ enzim
RecA + ZBD + WH régidjanak kristalyszerkezetében (5B. abra) a W, szarny csu-
csan nem taldlhatd aromas aminosav [36], illetve a szarnyrégié mutacidi sem
okozzak a dsDNS-szalszétvalasztd aktivitas jelent6s csokkenését [33]. A rész-
ben laboratériumunkban kidolgozott DNS-szerkezetatalakité és nukleoprotein-
lebontd aktivitas-vizsgalatok [37 -39] révén kimutattuk, hogy egy, a WH domént
nem tartalmazd csonka human BLM helikdz konstrukcié megdrizi az emlitett
aktivitdsokat [19]. A WH domén eltavolitdsa azonban jelent6sen csokkentette az
Osszetett DNS-szerkezetek feldolgozasanak hatékonysagat, amely megfigyelés
jelenleg folyo részletesebb vizsgalataink alapjat képezi (publikalatlan adatok).
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A fenti eredmények érdekes Osszefliggést lattatnak a W, -régié konformacidja
és a szarnynak a DNS-szalszétvalasztasban betoltott szerepe kozott. A RecQ1
és WRN helikazokban, amelyekben a W, a szétvalasztashoz elengedhetetlenil
szikséges toldlapatként funkcional, a szarny jelentds hosszusagban B-hajtli kon-
formaciét vesz fel, mig a szarny nélkil is aktiv E. coli RecQ helikaz szerkezeté-
ben a hajtl Iényegesen révidebb B-szalakat tartalmaz (5. abra). Ezzel 6sszhang-
ban megfigyelhetd, hogy a RecQ csaladon kivil szamos mas, els6 és masodik
szupercsaladba tartozd helikdzban talalhaté jelent6s méretl B-hajtl szerkezet,
amely toldlapat-szerepet jatszik a DNS-szdlak szétvalasztasaban. Az elsd szu-
percsalad tagjaiban, melyekben a motormagot az SF2 helikazokhoz hasonldan
két RecA-homoldg domén alkotja, a toldlapat — a transzlokacid iranyultsagaval
0sszefliggésben — az elsd vagy masodik RecA doménben helyezkedik el [40].

A) B)
Human RecQl E. coli RecQ

5. abra. A human RecQ1 (2vix, A) és E. coli RecQ (1oyw, B) helikazok WH
doménjeinek eltéré konformacioi. A két fehérje motorrégidja (RecA domének, vilagos-
kék és sotétkék) és ZBD doménje (sziirke) nagymértékii szerkezeti hasonlésagot mutat,
azonban a WH domén (zéld) szerkezete és orientacidja eltéré. A human RecQ1 helikaz WH
doménjében talalhaté H, hélix (piros) temetetten helyezkedik el. Az E. coli RecQ helikdz
H, hélixe felszini pozicidt vesz fel, a B-hajti elem (S,-W,-S,, az abran a H, mégétt latszik)
viszont joval révidebb, mint a human RecQ1 helikdzban (az abran a H, hélix el6tt) megfi-
gyelheté.

Tovabbi érdekes megfigyelés, hogy a WH domén az enzim tdbbi doménjéhez
viszonyitva jelentdsen eltér6 orientacidban mutatkozik az E. coli RecQ és human
RecQ1 fehérjék kristalyszerkezeteiben [33,36] (5. abra). Az eddigi szerkezeti
lenléte nem befolyasolta (az E. coli RecQ szerkezetét ligandummentes és ATPyS
(ATP-analdg) -kotott, mig a human RecQ1-ét ADP- illetve DNS-kotott allapotban
sikertlt meghatarozni). Az E. coli RecQ enzim WH doménjében a felismerd hélix
felszini pozicioban, mig a RecQ1-ben eltemetetten helyezkedik el. Teljesen fel-
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deritetlen probléma, hogy az ismert eltéré konformacidk vajon a RecQ helikazok
enzimmechanizmusanak kilénb6zd szerkezeti koztidllapotait képviselik, vagy
pedig a konformacios kilénbségek izoforma-specifikusak, és a WH domén nem
végez jelentds mozgast a helikazm(ikddés soran. E kérdés megvalaszolasara je-
lenleg folytatunk kisérleteket, amelyekben a WH és RecA doménekre helyezett
pirén excimer fluoreszcens szenzorok segitségével kivanunk informaciot nyerni
az enzimek konformacios mozgasairdl, amelyekrdl jelenleg semmilyen adat nem
all rendelkezésre.

A teljesség kedvéért megemlitend6, hogy DNS-kotés mellett a RecQ helikazok
WH doménjei fehérje-fehérje kdlcsonhatasok kialakitasara is képesek. Az E. coli
RecQ helikaz kdlcsbénhatdsa az SSB (single-stranded DNA binding, ssDNS-ko6to)
fehérjével a WH doménen keresztil jon létre [41]. Szamos, a WH doménen ke-
resztil kdlcsonhatd kotOpartnert azonositottak a human WRN és BLM helikazok
esetében is [42,43].

Kitekintés

A konzervalt felépitési WH domén szamos funkcid ellatdsara adaptalédott az
evolucié soran. Szerkezeti sajatsagai egyarant lehetévé teszik a nukleinsavak-
kal és fehérjékkel valé kolcsdnhatast. A WH domén szerepe a RecQ helikazok
genomkarbantartdé mikodésében az utébbi idoben kerilt az érdekl6dés hom-
lokterébe. A rendelkezésiinkre allo adatok arra utalnak, hogy a WH domén a
RecQ helikazokban az eldgazé (széttartd) DNS-szalszerkezetek specifikus fel-
ismerését, az enzimek ilyen elemeket tartalmazé DNS-szubsztratokhoz (HR-
koztitermékekhez) vald toborzasat és e DNS-szerkezetek bioldgiailag hatékony
feldolgozasat teszi lehetévé. A WH domének szerkezetében és DNS-szalszét-
valasztasban betoltétt funkcidjaban mutatkozd kilénbségek részben magya-
razhatjak a RecQ csalad tagjainak eltérd bioldgiai specificitasait. Elképzelésiink
szerint a RecQ helikaz csalad tagjai két csoportra oszthatéak a WH domén DNS-
szalszétvalasztasban betdltétt szerepe alapjan. Az elsd csoportba a human WRN
és RecQ1 enzimek tartoznak, amelyekben a WH domén szarnya esszencialis
toldlapatként funkcional. A masodik csoport tagjai kdzé soroljuk a human BLM
és az E. coli RecQ helikdzokat, amelyek alapvetd szalszétvalaszto aktivitasahoz
a WH domén nélkllézhetd, viszont e domén elGsegiti a bonyolultabb DNS-szer-
kezetek hatékony felbontasat. Csoportunkban jelenleg az E. coli RecQ és human
BLM helikdzok WH doménjeinek szerepét vizsgaljuk enzimkinetikai és egyedi
molekula-biofizikai mddszerekkel. Reményeink szerint a WH domének sajatsaga-
inak megismerése Uj nézdépontokkal fogja gazdagitani mind a genomkarbantarto
folyamatok, mind a fehérje-nukleinsav kélcsdnhatasok megértését.
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A KUPLUNG FELENGEDESE: AZ S100A4 - MIOZIN IIA KOL-

CSONHATAS ES A SEJTMIGRACIO

Kiss Bence és Nyitray Laszlo
ELTE TTK Bioldgiai Intézet, Biokémiai Tanszék

Osszefoglalas

Az S100A4 (metasztazin) egy, a Ca**-kété S100 fehérjecsaladba tarto-
z0, gerinces-specifikus homodimer fehérje, mely dsszefliggésbe hozha-
té szamos raktipus attétképz6 hajlamaval és tébb mas, megndévekedett
sejtmigracidval jaré betegséggel. Ca?*-fiiggé mddon kétédik a nem-izom
sejtekre jellemz6 miozin IIA (NMIIA) motorfehérjéhez. A kblcsénhatas ko-
vetkeztében a miozin filamentumok depolimerizalnak, a sejtek motilitasa
fokozddik. Meghataroztuk az S100A4 - NMIIA komplex atomi felbonta-
SsU szerkezetét, és mechanisztikus magyarazatot adunk a filamentumok
szétesésének molekularis hatterére. A harom gerinces NMII izoforma
kétési szelektivitasat vizsgalva kimutattuk, hogy az S100A4 az NMIIA-
hoz hasonld affinitassal kétédik az NMIIC izoformahoz is, amely tény
segithet az NMIIC eddig kevéssé ismert in vivo szerepének feltarasaban.
Az S100A4 - NMIIA komplex szerkezete merdben uj tipusu, aszimmet-
rikus kélcsénhatasra vilagit ra az S100 csaladban: egyetlen, z6mében
a-helikalis miozin peptid kériiléleli az S100A4 homodimert, elfoglalvan
mindkét ,kanonikus” kotbzsebet. Kisérleteink alapjan a filamentumok
depolimerizacidja a kévetkez6 mechanizmussal megy végbe: az S100A4
majd magukra tekerik a szomszédos coiled-coil régiét. Ezzel ténkreteszik
a dimerizaciéért és a filamentumok kialakulasaért felelbés un. assembly
competence domént, a miozin filamentum szétesésnek, igy a retrograd
aktin aramlasért felelbs miozin gatlédik, s az aktin polimerizacid eréha-
tasa a sejtet elére tudja mozgatni. Nem kerlilte el a figyelmiinket, hogy
a komplex szerkezetének ismerete elbsegitheti terapias célu S100A4 in-
hibitorok fejlesztését is.

Bevezetés

A Ca?*-kotd EF-kéz szupercsaladba tartozd S100 fehérjék az evollcié soran a
gerincesekben jelentek meg, és tobb mint 20 paraldgjuk valtozatos szerepet tolt
be a Ca?*-homeosztazis, a sejtciklus, a sejtndvekedés, a sejdifferenciacio, az
apoptozis és a sejtmigracié szabalyozasaban. Erdekes mddon az extracellularis
térbe is kikerilnek, és ott oligomerizalddva citokin-szer(i funkciéval rendelkez-
nek. Tulm(ikdodésik szamos patoldgias allapot kivaltdja és/vagy velejardja lehet,
kezdve a rakoktdél, neurodegenerativ és kardiomiopatias betegségeken at az 6v-
sOmorig és mas gyulladdasos megbetegedésekig [1]. Neviiket arrdl a tulajdonsa-
gukrol kaptak, hogy 100%-os telitettségli ammonium-szulfat oldattal sem lehet
Oket kisdzni.

Az S100A4 (kordbbi nevén metasztazin) megnovekedett expresszidja Ossze-
filggésbe hozhatd szamos raktipus megndvekedett attétképz6 hajlamaval, il-
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letve tobb mas, megndvekedett sejtmigracioval jard betegséggel, igy példaul
a reumas izilleti gyulladassal is. Fizioldogidasan a migracidra képes sejtekben,
igy fibroblasztokban, makrofagokban, illetve limfocitakban expresszalodik, és az
egyedfejlédés soran serkenti az Un. epithelidlis-mezenchimalis atalakulast [1]. A
sejtek motilitdsanak, illetve a metasztatizalo képességének fokozasahoz azintra-,
és az extracellularis formaja is hozzajarul. Extracellularisan az annexin-2A-hoz
kotve a szoveti plazminogén aktivacidjat serkenti, mely matrix metalloproteazok
aktivacidjahoz, végil az extracellularis matrix atépiléséhez vezet, megkonnyit-
ve a motilis sejtek vandorlasat. Az S100A4 oligomerek (amelyek szerkezetét
kevéssé ismerjlk) feltételezhet6en mintazat-felismerd receptorokhoz (pl. RAGE)
kotve gyulladast kivaltd gének expresszidjat valtjak ki [2].

Az S100A4 legjobban jellemzett sejten bellli koétépartnere a nem-izom miozin
ITA motorfehérje (NMIIA) [3-6]. A nem-izom tipusu konvencionalis miozinnak a
gerincesekben harom, expresszids mintazataban, sejten bellli lokalizaciéjaban
és részben mikodésében eltérd izoformaja ismert (Biokémia (2008) 32: 78-
81). Mig az NMIIA izoforma jellemzden a migral6 sejtek vezet6 élén lokalizalo-
dik és funkcidjanak gatlasa (nehézlanc foszforilacio, illetve S100A4 kotodés) a
sejtek megndvekedett motilitasahoz vezet, addig az NMIIB a hatsé végén és a
mikrotubulus organizalé centrumban talalhaté meg és az S100A4 nem kotodik
hozza. Az NMIIC izoformardl keveset tudunk. A Ca2+-kotott S100A4 jelenlétében
a miozin minifilamentumok (az izmoktél eltér6en a nem-izom miozinon csak egy-
két tucat molekulabdl allé bipolaris filamamentumot képeznek) szétesnek illetve
a miozin polimerizaciéja gatlodik. Ezt a hatast in vivo is sikerllt kimutatni [7].
A filementumok depolimerizacidja gatolja a motor mikodését, mivel az NMIIA
nem processziv, hanem un. ,csoportos motor”, az izom miozinokhoz hasonléan.
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1. abra. Egy polarizalt, migraciora képes sejt vazlatos képe oldalnézetben (A) és
a vezeto él fé6 szerkezeti elemei és f6 fehérjekomponensei feliilnézetben (B). A
~kuplung” hipotézis magyarazza a két er6generalé komponens (eldgazé aktin polimerizacié
a lamellipédiumban és aktomiozin kontrakcié a lamellumban) és az extracellularis matrix-
ra, mint szubsztratumra térténé eréatvitel szabalyozott voltat. A mdodositott abrak forrasa
[8, 9].
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Hogyan novekszik a sejtek motilitasa a miozin motor gatldsanak hatasara? Az
erre a kérdésre adando valaszhoz el6szor réviden tekintsiik at, hogy mit tudunk
a sejtmigracié ,motorikus” hatterérdl, az er6generalasrél és az erdatvitelrdl (1.
abra) [8, 9].

A polarizalt sejt vezetd élén, a lamellipéodiumban az elagazoé aktin szalak po-
limerizacidja felel6s a membran kitiremkedésekért. A vezetd él disztalis ré-
szén, a lamella régiéban viszont az aktin szalak kotegekké allnak 6ssze (stressz
filamentumok), amelyeket az NMIIA minifilamentumok keresztkdtnek és mo-
torként az Un. retrograd aktin aramlast valtjak ki. A két ellentétes erd ereddje
szabja meg, hogy a sejt elmozdul vagy helyben marad. A szubsztratra torténo
erbatvitelt a citoszkeleton, a sejtadhézids molekuldk és az extracellularis matrix
kozotti dinamikus kapcsolat (fokalis adhézid) biztositja, amelynek szabalyozasat
gyakran egy kuplung m(ikodéséhez hasonlitjdk. Ha az NMIIA aktiv, a kuplung
ki van nyomva, az erds adhézid kovetkeztében a sejt all; ha a miozint gatol-
juk (akar az ATP-az aktivitasat a kismolekula inhibitor blebisztatinnal, akar a
filamentumok kialakulasat S100A4-gyel), a kuplungot felengedtiik, a sejt elGre-
mozdulhat. A retrograd aramlas mértékének, az adhézidos komplexek kialakula-
sanak és szétesésének molekularis szint(i mechanikai szabalyozasat még nem
ismerjik, bar azt tudjuk, hogy az aktomiozin kontrakcié a naszcens adhéziok
fokalis komplexszé éréséhez nélkildozhetetlen.

Az S100A4 kot6hely az NMIIA nehézlanc C-terminusa kdzelében talalhatd, am a
kdlcsdnhatas részletei ez idaig ismeretlenek voltak, s6t az ezzel foglalkozé iroda-
és er6sségérdl is. Munkank f6 célja volt, hogy fényt deritsiink az S100A4 - NMIIA
interakcidé szerkezeti részleteire, s feltarjuk az S100A4 sejtmigraciora gyakorolt
hatasanak molekularis hatterét, legalabbis annak elsd Iépését.

Eredmények és megvitatasuk
Az S100A4 kotohely revizidja
Az S100A4 kot6helyét korabban az NMII nehézlanc coiled-coil szerkezetl ,rud”

&N

.......

kialakulasaért felel6s, mint azt legel6sz6r vazizom miozin nehézlancok limitalt
proteolizisével, sok évvel ezel6tt bizonyitottuk [10]. Az els6 kisérleteink soran
az irodalombdl ismert 16 tagu un. minimalis kétopeptid affinitasat hataroztuk
meg izotermalis titrald kalorimetria (ITC) segitségével. Megmutattuk, parhu-
zamosan egy masik kutatécsoporttal [11], hogy a rovid peptid korabban publi-
kalt uM-os affinitdsahoz nagyban hozzajarult a hozza kapcsolt fluoreszcein cso-
port. A peptidet C-terminalis irdnyba kiterjesztve mar valéban pM-os affinitasu
ligandumot kaptunk, am az NMIIA egy hosszabb, coiled-coil fragmentuma joval
er6sebb affinitast jésolt. Az eredeti peptidet az N-terminadlis iranyba is kiter-
jesztve, végll a teljes linearis kotérégionak egy 45 aminosav hosszusagu NMIIA
fragmentum bizonyult (2A abra).
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2. abra. A kisérletekhez hasznalt dimer és monomer NMII fragmentumok sema-
tikusan abrazolva. (A) Az NMIIA nehézlanc 250 aminosav hosszu C-termindlis darabja
tartalmazza a filamentum képz&désben fontos szerepet jatszd negativ (piros) és z6mmel
pozitiv (kék) téltést hordozd régidkat, utdbbi az un. ACD. Az S100A4 kétéhelyen belil a
coiled-coil régiot alahuzassal jeldltiik, a hidroféb varratot kialakité aminosavak narancsszi-
nlek. Az irodalom alapjan korabban ,,minimalis k6téhely ”-nek tekintett régiot kettds alahu-
zassal emeltiik ki. (B-D) Az NMIIA, B és C izoformak S100A4-gyel térténd kélcsénhatasat
ITC-vel vizsgaltuk 25°C-on. Az NMIIA és C (B,D) izoforma affinitasa nM-os, mig az NMIIB
(C) esetében a K =125 nM.

Ennek a peptidnek az affinitdsa az S100 csaladban eddig példatlanul erds,
nanomolos tartomanyban talalhaté (ez az ITC mérések érzékenységi hatara),
mig a kotés sztochiometriaja is rendhagyd, miszerint a homodimer S100A4 csu-
pan egyetlen miozin nehézlancot kot (2B abra). A kotés kinetikajat stopped-flow
modszerrel tanulmanyozva a K, értékét az asszociacids és disszociacids sebes-
ségi allandbékbodl is meghataroztuk, ami még er6sebbnek, 0,1 nM-nak adddott.
Megvizsgaltuk az S100A4 kotdhellyel homoldg szekvencidk affinitasat az NMIIB
és NMIIC izoformaknal is. Azt tapasztaltuk, hogy az NMIIB affinitdsa 3 nagysag-
renddel gyengébb (2C &bra), mint az NMIIA kotéserOssége, viszont az NMIIC
izoforma szintén nM-os affinitast mutat az S100A4-hez (2D abra) [12]. Az utdb-
bi eredmény meglepd, de jo lehetdséget kindl a nemrégiben felfedezett NMIIC
izoforma funkcidjanak pontosabb megértéséhez.

Az elsO, atomi felbontasi S100A4-célfehérje komplex szerkezete

Az altalunk minimalis kétomotivumnak meghatarozott NMIIA fragmentumot
kilénb6z6 S100A4 variansokkal prébaltunk kristalyositani. Egy olyan S1004A
mutanssal értlink végil célba, amelyben harom reaktiv, felszini Cys oldallancot
Ser-re cseréltiink. Katona Gergely csoportjaval (Goteborgi Egyetem) egylttm(-
kodve a rontgendiffrakcios adatokbdl molekularis helyettesités segitségével (a
Ca?*-kotott S100A4 szerkezetbdl kiindulva; pdb: 3C1V) sikerilt a komplex 1,94
A felbontdsu szerkezetét meghataroznunk (pdb: 3ZWH) (3. &bra) [12].
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3. abra. Az S100A4-NMIIA peptid komplexének térszerkezete (pdb: 3ZWH). Sziir-
ke szin jelzi a két-két EF-kéz motivumhoz kétédé Ca?*-ot. A homodimer két azonos al-
egysége kék és piros, az NMIIA peptid sarga. Jel6ltiik a peptid terminalisait, valamint az
S100A4 f6 masodlagos szerkezeti elemeit.

A szerkezeti modell az S100 szupercsaladban egy teljesen Uj tipusu kélcsdnha-
tast tar elénk. A zdmében a-helikalis szerkezet(i, 45 aminosav hosszisagu NMIIA
nehézlanc peptid korildleli a homodimer S100A4-et, kitdltvén a két alegységben
Ca?*-kotés hatasara megjelend két azonos kotozsebet. A szerkezet érdekessé-
ge, hogy az eredetileg teljesen szimmetrikus homodimer egy-egy alegysége a
kotopartner ellentétes felével hat kdlcson, aminek kovetkeztében aszimmetria
ébred az S100A4-ben. Ez egyfeldl tetten érhetd a két kotorégiod kissé kilonbozo
sok poldros interakciot alakit ki, a C-terminalis fele viszont alapvet6en apolaros
S100A4 oldallancokkal 1ép kolcsénhatasba), és a krisztallografiai B-faktorokban
is (amelyek az adott fehérjerégid mobilitdsardl nyujtanak informaciét). A
globularis homodimer fehérjék vildgaban meglehetbsen ritka az ilyen aszimmet-
rikus fehérje-fehérje kdlcsonhatds. Ilyen szerkezetli a cAMP-dependens protein-
kindz komplexe az AKAP fehérjével [13], de ebben a példaban kisebb a ligandum
kotés kivaltotta aszimmetria, mint a mi komplexiinkben. A munkakkal parhu-
zamosan Elliott és munkatarsai meghataroztak vad-tipusi S100A4 és az NMIIA
kot6peptid komplexének oldatbeli szerkezetét tobbdimenzids NMR spektroszko-
piaval, mely jo egyezést mutat a mi szerkezetlinkkel [14].

S100A4 kolcsonhatasa dimer NMIIA fragmentumokkal

Hogyan magyarazhatjuk az S100A4 kotés drasztikus hatasat a miozin
minifilamentumokra? CD spektroszkopiaval és fényszorasos kisérletekkel vizs-
galtuk ioner6 fliggd modon filamentumot képz6 dimer NMIIA fragmentumok
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S100A4-gyel torténd kolcsonhatdsat. Magas ioner6 mellett a miozin dimerek
nem asszocialnak, igy a fehérje masodlagos szerkezete jol vizsgalhatd. Kimutat-
tuk, hogy a coiled-coil fragmentumok hélixtartalma jelentds mértékben csékken
S100A4 kotés hatasara, mig hddenaturacids kisérletekben a coiled-coil letekere-
dés kooperativ mivolta csdokken (4A. abra), azaz az S100A4-hez kétddés gyengi-
ti, destabilizélja a coiled-coil szerkezet egy részét (szamitasaink szerint ez 12-15
aminosavat érint).
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4. abra. Az S100A4 interakciéja az MF1 dimer fragmentummal. (A) A coiled-coil
NMIIA fragmentum hédenaturacidja CD spektroszkopiaval kévetbe. S100A4 nélkil az
NMIIA dimer kooperativ letekeredést mutat (fehér). Telitési S100A4 koncentracio mellett
(fekete) csékken a coiled-coil hélixtartalma, az ,olvadasi hémérséklet és a letekeredés
kooperativitasa. (B) Az oldat fényszorasat kévetve vizsgaltuk az S100A4 MF1 (10 uM)
Jfilamentumokra” gyakorolt hatasat. Egyszerii k6tédési mechanizmust feltételezve a lat-
szdlagos K, ~10 nM.

Fizioldgias ionerén viszont végbemehet a filamentumok kialakuldsa, mely folya-
matot jol lehet kdvetni a miozin oldat fényszdrasat vizsgalva. A filamentumot
képzd MF1 NMIIA rud fragmentumot S100A4-gyel titralva arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy egy S100A4 dimer/miozin lanc arany képes teljesen disszocialni
a coiled-coil fragmentumokat, mely sztdéchiometria megegyezik a monomer
miozin peptiddel mérttel (sét, a szamolt latszolagos K, a kdzvetlen kotési tesz-
tekhez hasonlithatd értéket adott) (4B. abra). Az S100A4-gyel telitett dimer
NMIIA fragmentumot (~250 aminosav) a 45 aminosav hosszUsagu koétopeptiddel
titralva pedig elmondhatd, hogy a monomer fragmentum jé kompetitora a hosz-
szUu coiled-coil dimernek (nem kozolt abra) [12].

Az NMIIA filamentumok szétesésének molekularis mechanizmusa

Az S100A4 — NMIIA interakcid kinetikai paramétereit, mint fentebb mar jelez-
tlk, stopped-flow fluoreszcens spektroszkdpiaval is vizsgaltuk. Ehhez az S100A4
molekula két6zsebében taldlhatd fenilalanint (Phe45) Trp-ra cseréltiik, a reak-
ciot pedig a triptofan fluoreszcencia novekedésén keresztiil detektaltuk. Az ITC
mérések alapjan tudjuk, hogy a nagy affinitasért az a-helikalis N-terminalis
régio felelds, viszont a random coil C-terminalis régid asszociaciés sebességi
allanddja magasabb, azaz valdészinlileg a miozin dimerhez vald kétédés soran
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ennek a régidonak ,primer” (dokkold) szerepe lehet. Ezt tamasztja ala az a tény
is, hogy a kotohely N-terminalis régidja el van temetve a coiled-coil-ban, mig a
C-termindlis random-coil régié szabadon hozzaférhetd. Osszefoglalvdn, a me-
chanisztikus modelliink szerint az S100A4 el6sz6r a random-coil ,radvéghez”
kt')téSdik majd maga koré tekeri az eredetileg coiled- coiI szerkezet(i a-helikalis
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5. abra. A kristalyszerkezet, valamint a dimer MF1 fragmentummal végzett CD
mérések alapjan javasolt S100A4-NMIIA interakcios modell (homologia modell).
A coiled-coil heptad ismétiédés hidroféb varratot kialakité pozicidit (a és d) a coiled-coil
stabilitdsahoz valé hozzajarulas szerint szineztiik az S100A4 kotérégioban: pirossal az
erésebb, sargaval a gyengébb a-d parok lathatok. A narancssarga szin jelzi az S100A4
kétérégiot jelzi. Az abra a komplex kialakulasanak kinetikai paramétereit (k,, és k) is
abrazolja.

Az S100A4 dimerek sztérikusan is gatolhatjak a miozin rudak ioner6 fliggd pa-
rallel és antiparallel egymas mellé rendez6dését, ami a filamentumok kialakula-
sanak elofeltétele. Az NMIIA mikodését a nehézlanc Ser1916-o0s (protein-kinaz
C) és a Ser1943-as oldallanc (kazein-kindz 2) foszforilacidja szabalyozza. A
Ser1916 foszorilacidja nem befolyasolja az S100A4 kotését, mivel ez az oldal-
lanc az oldat felé néz. Ezzel szemben az S1943 mddositasa gatolja a kdtést, ami
meglepd, hiszen ez az oldallanc az S100A4 kétdmotivumon kivil talalhaté. Az
érdekes szabalyozas szerkezeti hatterének feltarasa jelenleg folyik.

Az S100A4 mint terapias célfehérje

Nem kertlte el a figyelminket, hogy a komplex szerkezetének ismeretében ra-
cionalisan tervezhet6 olyan kismolekula, ami az S100A4- specifikus interakcios
felszinét kihasznalva szelektiven gatolhatja a tultermelddésébdl fakadd patold-
gias hatasu fehérje-fehérje kolcsdnhatasokat. Megjegyzendd, hogy ismert az
S100A4-hez kotodd kismolekula (trifluoperazin), ami pl. a NMIIA-re gyakorolt
hatasat kivédi, de mas EF-kéz molekuldkhoz, igy a kalmodulinhoz is kotddik,
s az affinitasa is mérsékelt [15]. Ezen kivll van ra esély, hogy a nagy affinita-
su kompetitiv miozin peptiddel az S100A4 extracellularis funkcioit, els6sorban
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a sejtmigracidra és a sejtinvazidra gyakorolt hatasat gatolni lehet, feltehetden
az oligomer forma visszaszoritasan keresztil [16]. Az ilyen jellegl in vivo sejt-
kulturas kisérleteket megkezdtiik, mig a peptid inhibitor affinitdsanak tovabbi
fokozasat in vitro evollcids kisérletekkel, Pal Gabor kutatdcsoportjaval egytt-
m(ikodésben kiséreljik meg a jov6ben.

Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozunk Annette Duellinek és Katona Gergelynek (University of
Gothenburg)) a rontgendiffrakcids munkaért, Dr. Majer Zsuzsanak (ELTE Kémiai
Intézet), Kardos Jézsefnek (ELTE Biokémiai Tanszék), Tolgyesi Ferencnek (SE
Biofizikai Intézet) és Patthy Andrasnak (ELTE Biokémiai Tanszék) a CD és ITC
méréseknél nyujtott segitségért, valamint a peptidszintézisért.

Irodalomjegyzék
[1] Garrett, S.C., Varney, K.M., Weber, D.]., and Bresnick, A.R. (2006) S100A4, a
mediator of metastasis. J Biol Chem, 281: 677-80

[2] Donato, R. (2001) S100: a multigenic family of calcium-modulated proteins of the
EF-hand type with intracellular and extracellular functional roles. Int J Biochem Cell
Biol, 33: 637-68.

[3] Ford, H.L., Silver, D.L., Kachar, B., Sellers, J.R., and Zain, S.B. (1997) Effect of Mts1
on the structure and activity of nonmuscle myosin II. Biochemistry, 36: 16321-7.

[4] Kriajevska, M.V., Cardenas, M.N., Grigorian, M.S., Ambartsumian, N.S., Georgiey,
G.P.,, and Lukanidin, E.M. (2004) Non-muscle myosin heavy chain as a possible
target for protein encoded by metastasis-related mts-1 gene. J Biol Chem, 269:
19679-82.

[5] Li, Z.H., Spektor, A., Varlamova, O., and Bresnick, A.R. Mts1 regulates the assembly
of nonmuscle myosin-IIA (2003) Biochemistry, 42: 14258-66.

[6] Malashkevich, V.N., Varney, K.M., Garrett, S.C., Wilder, P.T., Knight, D. Charpentier,
T.H., Ramagopal, U.A. , Almo, S.C., Weber, D.]., and Bresnick, A.R. (2008) Structure
of Ca2*-bound S100A4 and its interaction with peptides derived from nonmuscle
myosin-IIA. Biochemistry, 47: 5111-26.

[7] Li, Z.H. and Bresnick, A.R. (2006) The S100A4 metastasis factor regulates cellular
motility via a direct interaction with myosin-IIA. Cancer Res, 66: 5173-80.

[8] Fournier, M.F., Sauser, R., Ambrosi, D., Meister, ].]., and Verkhovsky, A.B. (2010)
Force transmission in migrating cells. J Cell Biol, 188: 287-97.

[9] Vicente-Manzanares, M., Ma, X., Adelstein, R.S., and Horwitz, A.R. (2009) Non-
muscle myosin II takes centre stage in cell adhesion and migration. Nat Rev Mol
Cell Biol, 10: 778-90.

[10] Nyitray, L., Mécz, G. Szilagyi, L., Balint, M., Lu, R.C., Wong, A., and Gergely, J.
(1983) The proteolytic substructure of light meromyosin. Localization of a region
responsible for the low ionic strength insolubility of myosin. J Biol Chem, 258:
13213-20.

[11] Badyal, S.K., Basran, J., Bhanji, N. , Kim, J.H., Chavda, A.P,, Jung, H.S., Craig, R.,
Elliott, P.R., Irvine, A.F., Barsukov, I.L., Kriajevska, M., and Bagshaw, C.R. (2011)
Mechanism of the Ca(2)+-dependent interaction between S100A4 and tail fragments
of nonmuscle myosin heavy chain IIA. J Mol Biol, 405: 1004-26.

BIOKEMIA
XXXVI. évfolyam 2. szam 2012. junius

49



Bemutatkozik az ELTE TTK Biokémiai Tanszék

[12] Kiss, B., Duelli, A. , Radnai, L., Kékesi, K.A., Katona, G., and Nyitray, L. (2012)
Crystal structure of the S100A4-nonmuscle myosin IIA tail fragment complex
reveals an asymmetric target binding mechanism. Proc Natl Acad Sci U S A, 109:
6048-53.

[13] Newlon, M.G., Roy, M., Morikis, D., Carr, D.W., Westphal, R., Scott, J.D., and
Jennings, P.A. (2001) A novel mechanism of PKA anchoring revealed by solution
structures of anchoring complexes. EMBO J, 20: 1651-62.

[14] Elliott, P.R., Irvine, A.F., Jung, H.S., Tozawa, K., Pastok, M.W., Picone, R., Badyal,
S.K., Basran, J., Rudland, P.S., Barraclough, R., Lian, L.Y., Bagshaw, C.R., Kriajevska,
M., and Barsukov, I.L. (2012) Asymmetric mode of Ca?*-S100A4 interaction with
nonmuscle myosin IIA generates nanomolar affinity required for filament remodeling.
Structure, 20: 654-66.

[15] Malashkevich, V.N., Dulyaninova, N.G., Ramagopal, U.A., Liriano, M.A., Varney,
K.M., Knight, D., Brenowitz, M., Weber, D.J., Almo, S.C., and Bresnick, A.R. (2010)
Phenothiazines inhibit S100A4 function by inducing protein oligomerization. Proc
Natl Acad Sci U S A, 107: 8605-10.

[16] Ambartsumian, N., Klingelhofer, J., Grigorian, M., Christensen, C., Kriajevska, M.,
Tulchinsky, E., Georgiev, G., Berezin, V., Bock, E., Rygaard, J., Cao, R., Cao, Y., and
Lukanidin, E. (2001) The metastasis-associated Mts1(S100A4) protein could act as
an angiogenic factor. Oncogene, 20: 4685-95.

VI

!

Nyitray LaszI6 az ELTE TTK biolégus szakan végzett 1981-ben. Azdta a Biokémia
tanszék munkatarsa, 1997-tél egyetemi docensként, 2007-tél tanszékvezeto-
ként. 1985-ben, majd 1989-91-ig az Egyesiilt Allamokban (Boston Biomedical
Research Institute, majd Brandeis Egyetem) dolgozott. 1997-2004 kézott Szé-
chenyi professzori 6szténdijas volt. 2010-t6l az MTA doktora. F6 érdeklbdési
teriilete a motorfehérjék molekularis és szerkezeti bioldgiaja, fehérje—fehérje
kélcsénhatasok valamint coiled-coil és egyszalld fehérje szerkezeti elemek vizs-
galata.

Kiss Bence 2007-ben kapott diplomat az ELTE biolégus szakan molekularis bi-
oldgia szakiranyon. PhD hallgatoként Nyitray Laszlé csoportjaban, a Biokémiai
Tanszéken helyezkedett el. Csoportjuk f6 profilja kiilbnbéz8, motorfehérjéket
szabalyozd fehérjék vizsgalata biokémiai-biofizikai mdodszerekkel. Erdekl6dé-
si kére az S100A4 Ca**+-koté fehérje protein-protein interakcidinak szerkezet-
funkcio vizsgalata, illetve a jévében sikeresen alkalmazhatd terapias S100A4
gatlészerek fejlesztése.
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GYOGYSZERPROFIL-OSSZEVETES: A POLIFARMAKOLOGIA

LEHETOSEGEI
Simon Zoltan?, Peragovics Agnes?, Malnasi-Csizmadia Andras*?
1EILTE TTK Bioldgiai Intézet, Biokémiai Tanszék: 2Drugmotif Kft.

Osszefoglalas

A gydgyszerek és gyogyszerjelbltek teljes hatasprofiljanak elbrejelzése
eddig nem volt lehetséges. A cikkben bemutatott Drug Profile Matching
(Gyogyszerprofil-6sszevetés, DPM) modszer alapjat az a hipotézis ké-
pezi, hogy komplex molekularis tulajdonsagkészletek, mint amilyen egy
kotési mintazat, korrelaciot mutatnak a hatasprofilok ismert elemeivel,
és ezaltal prediktiv erével rendelkeznek a teljes profil elballitasa felé.
Mddszeriink nem vizsgalja a kismolekulak kémiai hasonlésagat. Ehelyett
olyan kélcsénhatasi eredményekre épll, melyek kisérletesen nem, vagy
csak nehézkesen mutathatok ki, mivel nem célfehérjéhez térténé kél-
csénhatasokat irnak le. A DPM gyors és szisztematikus eljaras, mellyel
ismert gydgyszerek Uj indikacidi és biztonsagi kockazatai derithetdk fel,
tovabba alkalmazhato a gyogyszerjelbltek hatasprofiljanak predikcidjara,
s ezaltal a vezérmolekula-tervezés és optimalizacio terén is hatékony
eszkéz lehet. Ezzel segitséget nyujt példaul uj antipszichotikumok fej-
lesztésében: a moddszer segitségével olyan ujrapozicionalasi lehetbsé-
gekre deriilhet fény, melyek hagyomanyos keresési eljarasokkal nem
kerilnének elétérbe — nem beszélve a kémiailag uj gydgyszerjeldltekrol,
melyek nem a mar meglévé, ismert hatéanyagok szarmazékai. Jelen
kézleményiink a ,Dopaminerg antipszichotikumok kutatasa és fejleszté-
se” ciml, a Moravcsik Alapitvany altal kiadott egyetemi jegyzet ,Gyodgy-
szerprofil-6sszevetés: az in silico farmakoldgia lehetbségei” cimi fejeze-
tének roviditett valtozata.

A gydgyszerek teljes bioaktivitas profiljadnak feltdrasa a gydgyszerkutatas egyik
nagy kihivasa. Jelen cikkben az in silico farmakoldgia egyik legujabb fejezetét, az
affinitasprofilozasi technikakat vessziik gorcsd ala, kilonos tekintettel egy hazai
fejlesztés(i mddszerre, a Gydgyszerprofil-dsszevetésre (Drug Profile Matching,
DPM) [1, 2]. Ezek az Ujabb megkozelitések abbdl a felismerésbdl indulnak ki,
hogy egy gyodgyszer hatasprofilja sziikségszerliien komplex tulajdonsag, mely a
gyogyszer és a szervezet kiilonboz6 fehérjéi kdlcsdnhatasainak dsszességébdl
ered, ahogy a polifarmakoldgiai tedria allitja [3-5]. Az, hogy egy gydgyszer nem
egy, hanem tobb célfehérjén hatva fejti ki aktivitasat, sok esetben eszencialis
a terapias hatékonysaghoz, pl. a pszichiatriai szerek korében [6]. A korabbi,
egyetlen célfehérjére 6sszpontositd megkozelitések feltehetben ezért nem bi-
zonyultak kelléen hatékonynak a teljes hatasprofil feltardsara [7]. Az Ujabb,
szisztematikus predikcios eljarasok [8-10], kdztliik a DPM maddszer, ellenben né-
velhetik a gydgyszerfejlesztés hatékonysagat és biztonsagat.

A kiindulasi hipotézis a rendszerelmélet egyik alapvetése, miszerint ahhoz, hogy
egy gyogyszer valamilyen tulajdonsagkészletébdl relevans informaciét nyerhes-
stink ki pl. a hatasprofilra vonatkozdan, a tulajdonsagkészletnek a hatasprofilhoz

BIOKEMIA
XXXVI. évfolyam 2. szam 2012. junius

51



Bemutatkozik az ELTE TTK Biokémiai Tanszék

hasonld komplexitassal kell rendelkeznie [7]. A mi esetiinkben ez a tulajdon-
sagkészlet egy interakcidés adatokat tartalmazd adatbazis, amely a gydgysze-
rek kodlcsonhatasi mintazatat irja le egy referencia fehérjekészlettel szemben.
Feltételezzik, hogy a polifarmakoldgiai megkozelités helytallo, és két gyogy-
szer hasonldé koélcsdnhatasi mintazata hasonld hatasprofillal jar egyitt. Ebben
az esetben a tudomanyos kihivas a hatas-elOrejelzéshez sziikséges informacio
kinyerése a komplex tulajdonsagkészletbdl.

Polifarmakoldgia

Az Ehrlich altal kifejtett terapias szemlélet, mely szerint a gydgyszerek altalaban
egyetlen fehérje funkcidinak mddositasaval fejtik ki hatasukat [11], évtizedek-
re meghatarozta a gydgyszeripar fejlodését. Ez a redukcionista megkozelités
nagyban ndvelte a gydgyszerek engedélyeztetési teszteken torténd elbukasa-
nak aranyat. Napjainkban egyre nyilvanvaldobba valik, hogy az egy célfehérjét
eltalaldé ,magikus lovedék” koncepcidja nem allja meg a helyét. Tobb bizonyiték
utal ra, hogy szamos gyodgyszer egyszerre tobb fehérjét befolyasolva fejti ki te-
rapias hatasat. A benzodiazepinek példaul nem csak a GABAerg ioncsatornakra,
de mitokondrialis receptorokra is hatnak [12], ahogy a metadon a GPCR-tipusu
M-opioid receptorok mellett az NMDA receptoron is (ami egy ioncsatorna) [13].
A szerotonerg gydgyszereknél is hasonlé promiszkuitast figyeltek meg [6, 14].
Roth és mtsai leirtak, hogy az effajta viselkedés, a ,szelektiv nemszelektivitas”
szamos esetben nagyobb hatékonysagu, mint az egyfehérjés szerek terapias ha-
tasa, féleg a kozponti idegrendszeri gyodgyszerek esetében [6]. Az egyik legfris-
sebb sikertorténet, a rakellenes hatasu imatinib mesylate is ideilld példa: erede-
tileg egycélpontos szerként fejlesztették, de kiderilt, hogy két masik célponton
is hat, és épp ez szlikséges a tapasztalt nagy hatékonysaghoz [7]. A valproatrol
az utébbi években irtak le, hogy célpontjai kdzott szerepel a GSK3 kinaz, a
HDAC1 hiszton-deacetildz, a GABA transzaminaz-prolil-oligopeptidaz [15] és a
ciklooxigenaz [16]. Ennek megfelel6en a valproat olyan kilénbdz6 betegségek
kezelésében jatszik szerepet, mint az epilepszia, a bipolaris zavar, az Alzheimer-
kér és bizonyos tumorok. Kiderilt tovabba, hogy a szer adjuvansként hatékony
az AIDS-terapiaban is [15].

A tény, hogy szamos gydgyszer tobb célponton fejti ki hatasat, polifarmakoldgia
néven ismert [3, 5]. A polifarmakoldgia a korabbi szemlélethez képest egyfaj-
ta holisztikus néz6pontot hozhat a gydgyszerfejlesztésbe: a jovo gydgyszerei-
nek fehérjehaldzatokra kell hatniuk, nem pedig egyes fehérjékre. Ahogy korab-
ban emlitettiik, a problémanak és a megoldasnak hasonlé komplexitasunak kell
lennie. Komplex betegségeket, mint amilyenek a mentalis karosodasok vagy
az Oregedéssel kapcsolatos betegségek, valdszin(ileg csak hasonldan komplex
gyogymaoddal lehet kezelni. A polifarmakoldgiat mar tobb esetben alkalmaztak
sikeresen: Bolognesi csoportja kifejlesztette a memoquint, egy multitarget tipu-
sU Alzheimer-gydgyszert [17, 18], mig Apsel és mtsai tobb kinaz kézos inhibito-
rait irtdk le [19]. Mindazonaltal a gydgyszeripar még 6dzkodik a polifarmakoldgia
bevonasatol [7]. Az egyetlen teriilet, amelyre komoly hatassal volt, az a gyogy-
szer-Ujrapozicionalas, tehat ismert gydgyszerek Uj, eddig le nem irt terapias al-
kalmazasi lehet6ségeinek felkutatasa. Ez a fajta kutatas kliléndsen gylimoélcs6z6
tud lenni, mivel — ismert hatdanyagrol Iévén szd - a fejlesztési idO és a kbltségek
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jelentdsen redukalhatok. Nincs szikség toxicitasi vizsgalatokra, Iényegében csak
azt kell bizonyitani, hogy a szer Uj terapias alkalmazasa kell6 hatékonysagu. (Ez
tortént példaul a fentebb emlitett valproattal.)

Ha a gydgyszerfejlesztésnek nem is lett szorosan vett része, az akadémiai kuta-
tasokban tébb olyan polifarmakoldgian alapulé megoldas sziletett, mely képes
a gyogyszerek Uj terapias hatasainak felkutatasara. Campillos a gyogyszerek
mellékhatds-adatait hozta 6sszefliggésbe annak a valdszinliségével, hogy a sze-
rek kdzos célfehérjén osztoznak [8]. A mellékhatas-adatokat a gydgyszerek hi-
vatalos cimkeéirdl gydjtotték 6ssze, majd standardizaltdk a szinonimak kiszlrése
érdekében. Ezutan minden gydgyszerparra mellékhatas-hasonldsagi és kémiai
hasonldsagi pontszamokat hataroztak meg, végil pedig ezt a két mérészamot
egy értékké kombinaltak. A gydgyszer-fehérje interakciok adatait harom kilon-
b6z6 adatbazisbdl gydjtotték dssze. A szerzok egyértelmi korrelaciot mutattak
ki a mellékhatasok és a célfehérjék kozotti atfedés kdzott, mig a kémiai hasonlo-
sag joval kisebb korrelaciot adott. A mddszer hasznalataval 754 Uj, eddig le nem
irt gydgyszer-célfehérje part azonositottak, melyekbdl 20-at in vitro teszteltek.
13 kélcsénhatast sikerdlt validalni 10 uM-nal kisebb K. értékkel. Ez az eredmény
azért is figyelemreméltd, mert a mellékhatasok adatai rendkiviil zajosak, és az
antagonisztikus jellegli mellékhatasok egylttes el6forduldasa maszkirozhatja a
célfehérjék kozotti atfedéseket. (A terapias hatasokkal vald korrelacio kikisz-
0bolné ezeket a nehézségeket, és feltehetben jobb eredményeket adna.)

Keiser és mtsai egy kémiai hasonldsagon alapuld, szisztematikus predikcios
eljarast fejlesztettek ki [10]. 65241 kismolekula és 246 fehérje kdlcsbonhata-
si adataibdl és a kismolekuldk kémiai hasonldésagabdl kiindulva bevezettek egy
hasonldsagi metrikat, a SEA-t (Single Ensemble Approach). Ennek alapjan meg-
hataroztak azt, hogy az egyes receptorokhoz tartozé ligandumkészletek milyen
mértékben hasonlitanak egymasra. Az adatok felhasznalasaval a receptorokat
csoportokba sorold, bioldgiailag relevans fat sikerilt szerkeszteni, ami azért je-
lentds, mert a receptorokra vonatkozé kdzvetlen bioldgiai informacié nem volt a
rendszerben. A modszer predikcidra is hasznalhatd: egy molekulakészlet elem-
zése utan megallapithatd, hogy milyen mértékben van atfedésben a hasznalt
246 referenciakészlettel, melyek mindegyike egy-egy célfehérjéhez rendelhetd,
igy megjosolhatdak a varhatd célfehérjék, ezeken keresztll pedig a terapias
hatasok. A szerzdk ezzel a mddszerrel 3832 predikciét allitottak el6 az ismert
gyogyszerek korében. 184-et valasztottak ki alaposabb tesztelésre, melybdl 42-
re taldltak korabbi irodalmi adatot. 30 masik eldrejelzést teszteltek, melybdl
23-at sikerilt kisérletesen igazolni, egyet knock-out egérben is. Keiser vizsga-
latdnak fontossagat az adja, hogy kétdimenzidés kémiai hasonldsagi adatokat
kapcsol 6ssze a kdzos célfehériék meglétével, tehat a ligandumok atomi szintd
informacioit a kotési affinitasprofilokkal.

A polifarmakoldgian alapuld gydgyszerfejlesztés egyik specidlis agat akar
~polifarmakofor” fejlesztésnek is nevezhetnénk. Ennek Iényege, hogy két ki-
|6nb6z6 farmakofort kapcsolunk Ossze valamiféle linker régidval, vagy atfedd
farmakofdérokat hozunk létre [20].
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A profil alapu gydgyszerfejlesztés masik kiilonleges esete a gydgyszerkombinacidk
hasznalata. Az amoxicillin és a klavulansav esete az egyik legtipikusabb pél-
da: az elObbi a sejtfalszintézist gatolja, az utobbi pedig a B-laktamazt, mely az
amoxicillin biotranszformacidjaért és eliminaciéjaért felel. Ezaltal a klavulanat
jegyezziik, hogy a mellékhatasok varhatéan nagyobb szama miatt a gyogyszer-
ipar jelenleg ddzkodik a kombinacidk széles korl alkalmazasatdél, bar ez a ve-
szély nem feltétlendl all fenn. Egy szinergisztikus hatasu kombinacio példaul
lehetdvé tenné a komponensek kisebb egyedi dozisban torténé hasznalatat [21].
A kombinaciok varhato hatdsainak elGrejelzése azonban még inkabb gyerekcipo-
ben jar, mint az egyedi szereké.

Gyogyszerprofil-osszevetés (drug prfile matching)
A farmakoldgiaban az informaciok harom szintje kilénbodztethetd meg:
» atomi szintl informacidé: a ligandumok/fehérjék kémiai szerkezete és
fizikokémiai tulajdonsagai;
» kotési affinitas: a ligandumok aktivitasértékei a kiilonb6zo fehérjéken;
» bioaktivitas: a farmakokinetikai és farmakodinamiai tulajdonsagok, hatas és
mellékhatas informaciok.

A gydgyszerek viselkedése tdbb szinten értelmezhetd. Ha egy gydgyszer bekerl
a szervezetbe, er6s és gyenge kdlcsdnhatasokat alakit ki a proteommal, ezaltal
valogatva, diszkriminalva kdzottlik. Masfeldl a proteom szintén valogat a szer-
vezetbe kerilt xenobiotikumok k6zoétt. Ennek a kétoldall interakcidnak a kévet-
kezménye a kotési mintazat, a kotésprofil, amely a szervezet szintjén a bioak-
tivitasi profilban nyilvanul meg: a hatasokban és a mellékhatasokban. Ebbdl a
néz6pontbdl nincs kilonbség hatas és mellékhatas kozott: a kivant bioaktivitast
nevezzik hatdsnak, a nem kivanatosat pedig mellékhatasnak. Ezek a kategori-
ak atjarhatdéak, az Ujrapozicionalas soran megeshet, hogy egy mellékhatasbal
hatas lesz.

A Gyodgyszerprofil-osszevetés két egyetem (Edtvos Lorand Tudomanyegyetem
és Semmelweis Egyetem), valamint egy magyar vallalkozas (Drugmotif Kft.)
altal kifejlesztett szisztematikus in silico hataspredikcids eljaras, mellyel |étezo
gyogyszermolekulak és Uj gyogyszerjeldltek teljes hatasprofiljat allithatjuk eld. A
korabban ismertetett Campillos-féle modszer a harom szint kozil az elsé kettot
kapcsolta 6ssze. Fliri csoportja az 1. és a 3. szint kozo6tti kapcsolatot mutatta be,
am eljarasa nehezen agyazhatd be a gyogyszerfejlesztési folyamatba. Ugyan-
akkor az a felismerésik, hogy hasonlé koétési mintazatok hasonldé bioaktivitasra
utalnak [22, 23], adaptalhatd az in silico kotésprofilokra is. Ebbdl kdvetkezb6en
a DPM eljaras a kismolekulas gydégyszerek atomi szint(i informacidit hozza 6sz-
szefliggésbe a gyogyszerek hatasprofiljaival, a Hetényi-féle MIF megkozelitésre
alapozva [24]. Az alkalmazott metodika klilonbségei miatt a DPM kapcsan a
kotési mintazatokra a MIF kifejezés helyett az Interakcids Profil (IP) megjelo-
|ést hasznaljuk, a gydgyszerek hatasprofiljaira pedig a tovabbiakban Effektprofil
(EP) néven hivatkozunk. Az IP tehat egy sor in silico eldallitott kdtési affinitasér-
ték, melyet egy gyogyszernek egy fehérjekészlet tagjaival valé kdlcsonhatasai-
bol szamitunk. Ez a profil a kismolekula interakcios tulajdonsagait jellemzi. Az
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Interakcios profil (IP)

Gydgyszer Hatasprofil (EP)
létrehozasa /\‘ létrehozasa

| ,
YO¥Y oYY oYy ‘\_/

A gl % X e Hatis | Hatis? Matis3 Hatis4 Hatis 5 Hauis 6 Hatds 7 .. Hacis 181
$iﬂ w@ &ﬁc '.‘@:;;:' é;-. 4h 9 4 4

Prooen | Prowsn 1 Prooen3 Promein 4 Proosn 5 Prosn 6 Proten 154

Leee—""

ovb

v
\

IP matrix

KANONIKUS
KORRELACIO

v

FAKTORPAROK

OSZTALYOZAS )
DISZKRIMINANCIA-ANALIZISSEL

d

OSZTALYOZO-
FUGGVENY

L] = - - ow -

EP matrix

]

0l
Valésziniiség

1. abra. A DPM maédszer: az atomi szerkezetekt6l a hatasvaldsziniiségi matrixig.
Egy gydgyszermolekulat dokkolunk a 154 fehérjébdl allé készlet minden tagjahoz. A sza-
molt legalacsonyabb kétési energiaértékek sorvektorokban, Interakcids Profilokban (IP)
vannak tarolva, melyek 6sszessége alkotja az IP matrixot. Az abra kdédolt formaban mutat-
ja az energiaértékeket: sotét arnyalat jel6li az erésebb, vilagos a gyengébb kélcsénhatast.
A hatasadatokat az EP matrix tarolja: teli cella jelzi az adott hatas meglétét, lres cella a
hianyat. Ezutan kanonikus korrelacié térténik azon erésen korrelald faktorparok eléallitasa
érdekében, melyek a linearis diszkriminancia-analizis bemenetét képezik. Ezaltal minden
hatashoz egy-egy osztalyozofiiggvényt allitunk el6, mely megadja, hogy az egyes szerek
milyen valdszinliséggel valtjak ki az adott hatast. A 181 osztalyozdfliggvény segitségével
allithato elb6 a hatasvaldszinliségi matrix, amely mar folytonos értékeket tartalmaz.
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EP egy molekula bioaktivitasi tulajdonsagainak interpretacidja, esetliinkben egy
binaris ujjlenyomat: 181 db igen-nem allasu valtoz6 a vizsgalt 181 hatasra. A
Gyogyszerprofil-dsszevetés lényege az IP-EP kapcsolat megtalalasa és leirasa.

A DPM megkozelités eldnyei:

» a kotési mintazat gyorsan és olcson eldallithatd a kismolekulak szerkezeti
adatainak ismeretében, egyéb informaciéo nem szikséges hozz3;

» az interakcidok azonos kezelése elérhetd az azonos dokkolasi paraméterek
beallitdsaval. A dokkolasra kijeldlt térrész az adott fehérjére jellemzd és
megegyezik minden kismolekula szamara, igy uniform diszkriminator-felszin
allithato eld. Célfehérje ismeretére nincs szikség az eldrejelzésekhez [9,
23];

» mivel a kolcsénhatasi mintazat a bioaktivitasi mintazatra utal, tetszdleges
(diverz) fehérjekészlet hasznalhaté.

Az EP és IP adatok 1226 FDA altal elfogadott kismolekulas gydgyszerhatdanyag
szerkezeti és farmakolodgiai informacioin alapszanak. Az EP adatok kinyerése a
Drugbank adatbazisbdl [25] tortént. Az adatok manualis tisztitdson és szlré-
sen estek at pl. a szinonimak eltavolitasa érdekében. A kdvetkez6 lépésben a
DrugBank eredeti hataslistait kiegészitettiik néhany hianyzé tulajdonsaggal. Az
EP-k taroldsa sorvektorokban torténik, melyek binaris formaban rogzitik, hogy
az adott szer kivaltja-e a 181 dsszegyljtott hatas valamelyikét (1. abra).

Az IP-k el6allitasa egy 154 darabos fehérjekészlet segitségével tortént, melye-
ket a Protein Data Bank adatbazisbdl vontunk ki [26]. A kivalasztas alapjat a
dokkoladsi szamitasokra vald alkalmassag képezte, farmakoldgiai megfontolasok
nem jatszottak kodzre, ahogy az egy korabbi publikacidban szerepelt, melynek
a fehérjekészlet diverzitasvizsgalata volt a targya [27]. Az 1226*154 gydgy-
szer-fehérje komplex szerkezetének eldallitdsa az elterjedt AutoDock4 szoftver-
rel tortént [28, 29]. A kotési szabadentalpia-értékek meghatarozasat X-SCORE
és AutoDock4 pontozoéfliggvényekkel végeztik [28, 30, 31]. A legalacsonyabb
kotési energiaértékeket IP vektorokka alakitottuk. Az IP és EP vektorok altal al-
kotott matrixok képezik a predikcids rendszer bemeneti adatait (1. dbra).

A DPM moddszer sarokpontjat az IP-EP kapcsolat feltarasa jelenti. A komplex
mintdzatok megfeleltetésének els6 Iépésében kanonikus korrelacidt végeztiink
a matrixok kozott, és azonositottuk azokat a faktorparokat, melyek maximalis
korrelaciét teremtenek a két adatkészlet kdzott. Ezen IP és EP faktorparok al-
kalmazasaval, linearis diszkriminancia-analizissel kiszamithatdé annak valdszini-
sége, hogy melyik gydgyszer milyen valdszinlséggel fejti ki az egyes hatasokat
(lasd a 2. abran).

rrrrrr

Operating Characteristic) analizissel tortént, mely az osztalyozas pontossagat
vizsgalja a specificitas és a szelektivitas figgvényében (3. abra). Az ROC gorbék
segitségével ezen két paraméterre hangolhatd az osztalyozas. Az osztalyozasi
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2. abra. A hataspredikcié menete. Az els6 Iépésben kanonikus korrelaciot végziink az
IP matrixon és egy kivalasztott hataskategdrian. Ennek eredménye egy vektorpar, melynek
tagjai az eredeti matrix, illetve a hatasvektor linearis kombinaciojaval jottek létre és ma-
ximalis korrelaciot mutatnak egymassal. Ezutan linearis diszkriminancia-analizist végzink,
mellyel elballithaté az az osztalyozofiiggvény, ami megadja, hogy milyen valdszinliséggel
valtja ki az adott gydgyszer a vizsgalt hatast. Ezt az eljarast megismételjiik mind a 181
hatasra és elballitjuk a hatasvaldszinlségi matrixot. Az eredeti és a szamolt hatasvektor
O6sszehasonlitdasa megadja a valddi pozitiv talalatokat (fent jobbra, egyezések, feketével
kiemelve) és a ,hamis” pozitivokat, melyek predikciokként kezelhetbek (eltérések, nincs
kiemelés).

v
[N |

pontossag az AUC, a gorbe alatti terlilet nagysagaval jellemezhetd (Area Under
the Curve). Az 1-hez kozeli AUC érték (tehat egy gyorsan emelkedé ROC gorbe)
nagy pontossagot jelent, mig a véletlenszer( osztalyozas AUC-je 0,5 - ekkor az
ROC gorbe a négyzet atléjaban halad (3/A abra).

Ez praktikusan azt jelenti, hogy minden valddi pozitiv taldlatra egy negativ ta-
lalat esik, tehat informacidtartalma egyenértékl az érmefeldobassal. Az 1-hez
kozelitd terilet ugyanakkor azt jelzi, hogy a pozitiv taldlatok nagy részét meg
lehet taldlni Ugy, hogy csak nagyon kevés eredetileg negativnak bejegyzett elem
keril pozitiv besoroldsba. A 3/B abra az AUC értékek eloszlasat mutatja a tel-
jes adatbazisra. A vizsgalt hatasok 82%-aban az AUC meghaladta a 0,95-0s
értéket, ami kivalo osztalyozasi pontossagra utal, és felilmulja az irodalomban
k6zolt hasonld eljarasokat.
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3. abra. Reprezentativ ROC gorbék és az AUC értékek eloszlasa. Az A) panelen
az osztalyozas pontossagat jellemz6 ROC goérbék lathatok néhany kivalasztott hatasra:
L Tetracycline” (pontozott vonal; itt kaptuk a legjobb osztalyozast), ,,ACE inhibitor” (szag-
gatott vonal), ,COX inhibitor” (pont-vonal) és ,Antineoplastic agent” (révid pontozott vo-
nal; a legkevésbé hatékony osztalyozas). Az atlds sziirke vonal a véletlenszer(i osztalyozas
elméleti gérbéje. A B) panel az AUC hisztogramot abrazolja, tehat az AUC értékek elosz-
lasat a 181 vizsgalt hatascsoportra. Az eredmények a legtébb esetben majdnem tékéletes
osztalyozast mutatnak.

Az osztalyozasi pontossag tovabbi vizsgalata érdekében keresztvalidaciot vé-
geztlink a kdzismert leave-one-out eljaras segitségével. Ennek lényege annak
a kérdésnek az eldontése, hogy eldallithatd-e egy gydgyszer hatasprofilja ugy,
hogy a predikcidhoz csak a vizsgalt hatdshoz bejegyzett tébbi szert hasznaljuk,
és a kérdéses molekuldanak csak az IP adatait vesszik figyelembe, tehat az EP
bejegyzéseit kihagyjuk a tanitasbol (4/A &bra). Ezaltal minden hatashoz meg-
hatarozhatd egy Ugynevezett atlagos valdszinliségi érték, egy mérészam, mely
megadja, hogy az adott hatdshoz bejegyzett szerek milyen valdszinlséggel jo-
solhatdk vissza a hatdshoz bejegyzett tobbi szer adatai alapjan. Nagy atlagos
valoszinliségi érték az adott hatas eldrejelzésének robosztussagara utal, tehat az
informacidvesztéssel szembeni ellendlld képességére. Ilyen informaciovesztést
szimulalunk azzal, hogy egy-egy molekulat kihagyunk a vizsgalatbdl. A gydgy-
szerekr6l vald hianyos ismereteink ugyanilyen informacidévesztést jelentenek,
ezért fontos ennek a validacionak az eredménye (4/B-C abrak). A 4/B-C abrak
az atlagos valdszin(iségi értékeket mutatjak a 181 vizsgalt hatasra (4/B) és né-
hany kiemelt elemre (4/C). A vizsgalt hatasok tébbsége - 51,9 %-a - 0,5 folotti
atlagos valdszin(iségi értéket kapott. Ez atlagosan 25,1-szeres névekedés egy
véletlenszer( osztalyozashoz képest (ami a 181 hatasféle el6zetes el6fordulasi
gyakorisagabdl szamolhatd ki). Megfigyelhetd, hogy bizonyos hatascsoportok-
ban a regisztralt szerek egy része alacsony valdszinliséget kapott, ami arra utal,
hogy ezeken beliil tovabbi alcsoportok klilonithetéek el. A 4/B-C abrakon ezért
minden hatdsra megadjuk a hozza regisztralt gyogyszerek felsé 75 %-ahoz tar-
tozd atlagos valoszinliségi értéket is. Erre az alkészletre a hatdsok 71 %-anak
volt 0,5-et meghaladd atlagos valdszinlségi értéke.
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4. abra. A leave-one-out validacié menete. A). Elsé I1épésben eltavolitjuk egy mole-
kula IP-jét és a vizsgalt hatashoz tartozd EP-bejegyzését. Ezutan elballitjiuk az osztalyo-
zofliggvényeket a korabban bemutatott mddon, a cs6kkentett adatkészlet felhasznalasa-
val. Véglil ezt az osztalyozdfiiggvényt hasznaljuk a kihagyott molekula EP-bejegyzésének
joslasara. Ezt megismételjik az adott hatashoz bejegyzett minden szerre, és kiszamoljuk
az atlagos valdszinliségi (tehat visszajoslasi) értéket. A B) rész az atlagos valdszinliségi
értékek eloszlasat mutatja az adott hatashoz tartozo teljes gydgyszerkészletre (fekete) és
a felsé 75 %-ra (szirke). Az atlagos valdszinliségi érték a teljes készletre 0,47, mig egy
randomizalt EP-n alapulé osztalyozas 0,026-ot adna. A C) panel néhany kiemelt hatascso-
port validacids eredményeit tartalmazza.

Az atlagos valdszinlségi értékek vizsgalataval megallapithatd, hogy a legma-
gasabb értékeket olyan hatdscsoportok kaptak, melyek esetében a regisztralt
szerek nagyfoku szerkezeti hasonlésagot mutatnak, pl. a barbituratok (0,995),
a benzodiazepinek (0,895) és a szteroid gyulladdascsokkentok (0,961). Magas
értéket kaptak ugyanakkor azok a hatasok is, melyek egy-egy k6zos célfehérjén
alapszanak, mint amilyen a ciklooxigenaz-inhibitoroké (0,673) vagy a dopamin
antagonistaké (0,605). Ez annak ellenére tortént, hogy az ide sorolt szerek ké-
miai hasonldosdga nem szamottevl. Végezetil, az altalanos hatascsoportok,
melyek tobb kilénb6z6 mechanizmusu szert fognak dssze, mérsékelt eredmé-
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nyeket adtak, pl. antipszichotikumok (0,587), antidepresszansok (0,573) és
antihipertenziv szerek (0,520).

Bar a korabbi irodalmi eredmények valdszinltlenné teszik, mégis elképzelhetd
lehet, hogy az osztalyozasi fliggvényeket az egyes hatasokhoz tartozé célfehér-
jék jelenléte eltorzitotta, és a valdsagban nem a kdlcsénhatasi profilbdl, hanem
csak egy tagjanak koélcsonhatasi eredményeibdl sziletik a pontos osztalyozas.
Esetlinkben 6sszesen két célfehérje szerepelt, és az osztalyozofiiggvényekben
egyiklk sem jatszott nagyobb szerepet, mint a tdébbi fehérje. A kétféle pontozé-
figgvénynek szintén nem volt jelent6s hatasa az eredményekre.

Osszességében elmondhatd, hogy a DPM mddszer pontos és robosztus eljaras
a kismolekulak kolcsénhatasi mintazatanak és hatasprofiljanak korrelaltatasara.
Ennek kdvetkezményeként érdemes a kapott osztalyozofliggvényekkel eldallitott
hatasvaldszin(iségi matrix ,,hamis pozitiv” elemeit, tehat azokat a gydgyszer-ha-
tas parokat, melyek a kiinduldsi EP adatbazisban nem szerepeltek, tovabbi vizs-
galatoknak alavetni. Ezek ugyanis rejtett, eddig le nem irt hatdsokat jelezhet-
nek, tehat gyogyszer-Ujrapozicionalasi lehetéségekre hivhatjak fel a figyelmet.

Osszefoglalas

A polifarmakoldgia Ujszer(i megkodzelités, mely a gydgyszerek hatasmechaniz-
musanak altaldnosan megfigyelt komplexitasara reflektal, azonban eddig nem
tortént meg széles kord alkalmazasa a gydgyszerfejlesztésben. Ebbdl kdvetke-
z6en a gyogyszerek és gydgyszerijeldltek teljes hatasprofiljanak predikcidja nem
volt lehetséges. A jelen fejezetben bemutatott DPM modszer alapjat az a hipo-
tézis képezi, hogy komplex molekularis tulajdonsagkészletek, amilyen egy ko-
tési mintazat, korrelaciot mutatnak a hatasprofilok ismert elemeivel, és ezaltal
prediktiv erovel rendelkeznek a teljes profil eldallitasa felé. A mddszer nem vizs-
galja a kismolekulak kémiai hasonldésagat, ezért az eddigiektdl eltéré6 szemmel
néz korll. Olyan kolcsdnhatasi eredményekre épll, melyek kisérletesen nem,
vagy csak nehézkesen mutathatdk ki, mivel nem célfehérjéhez torténd, erds
kélcsonhatasokat irnak le.

A DPM szamos modon alkalmazhatd a gydgyszerfejlesztésben. Mindenekelbtt
egy gyors és szisztematikus eljaras, mellyel ismert gydgyszerek (j indikacidi
és biztonsagi kockazatai derithet6k fel, tovabba alkalmazhaté a gydgyszerje-
I6ltek hatasprofiljanak predikcidjara, s ezaltal a vezérmolekula-tervezés és
optimalizacié terén is hatékony eszkoz lehet. Ezzel hatékony segitséget nyujt Uj
antipszichotikumok fejlesztésében is: a mddszer segitségével olyan repozicios
lehetdségekre derlilhet fény, melyek hagyomanyos keresési eljarasokkal nem
kerllnének elotérbe - nem beszélve a kémiailag Uj gydgyszerjeloltekrdl, me-
lyek nem a mar meglévd, ismert hatdéanyagok szarmazékai. A teljes hatasprofil
predikciéja informaciét ad a varhatd receptorkotési mintazatrél, ami a korszerd
antipszichotikumok tervezésekor kiemelkedo jelent6ségl informacio.

A DPM lehet6ségeinek kiaknazasara 2011 elején egy weboldal jott l1étre (www.
drugpredict.com), ahol a felhasznaldk tallézhatnak az ismert gydgyszerek adat-
bazisaban U(jrapozicionalasi lehetdségek utan kutatva, illetve vizsgalhatjak
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150.000 tovabbi gyogyszerszerd kismolekula prediktalt tulajdonsagait is. Az ol-
dalon lehet8séget biztositunk sajat molekulak és nagyobb molekulakészletek
feltdltésére, melyek DPM analizisét a rendszer automatikusan elvégzi és jelzi
a szerek varhato fizioldgias hatasait. A DrugPredict a DPM eljaras mellett két
masik predikcids rendszernek is otthont ad, melyek egylttes alkalmazasaval
nagyobb megbizhatdésagu predikciok allithatdk elo.
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MITOGEN-AKTIVALT PROTEIN KINAZ KOTO LINEARIS
MOTIVUMOK AZONOSITASA SZERKEZETI ALAPON

Zeke Andrds, Garai Agnes, Reményi Attila
ELTE TTK Biologiai Intézet, Biokémiai Tanszék

Osszefoglalé

Az eukaridta mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) jelatviteli utvonalak
a sejt kérnyezeti ingerekre adott valaszainak talan az egyik leglsibb és
legszélesebb kérben hasznalt szabalyozé rendszerei. Cikkiinkben bemu-
tatjuk, hogy MAPK-ok partner fehérjékkel alkotott komplexeinek atomi
felbontasu szerkezetei hogyan jarulhatnak hozza, hogy felderithessiik
ennek az Osi jelatviteli rendszernek az organizmus szint(i szervez6dését,
de akar az evolucidjat is.

Bevezetés

A reverzibilis fehérje foszforilaci6 mai ismereteink szerint a legfontosabb me-
chanizmus, amelynek segitségével a sejtek képesek a koérnyezeti ingerek altal
adott jeleket kozvetlen bioldgiai hatasra ,atforditani”. Az emberi genom tobb
mint 450 kialénféle protein-kindz enzimet kodol. Szamos alcsalad ezen beldl
nagymeértékl szekvencia hasonldsagot és konzervalt felépitést mutat: ilyenek
az Un. mitogén-aktivalt protein kindzok (MAPK). A csalad a nevét az emldsdkben
elsdként felfedezett tagjanak (ERK1) elsddleges funkcidjardl kapta. Ezen fehérje
nagy jelent6séggel bir a novekedési faktorok osztddast kivaltd hatasanak kozve-
titésében. Ma mar tudjuk, hogy a MAPK csalad egyes tagjai nemcsak az osztédas
szabalyozasaban, hanem kullonféle abiotikus kdrnyezeti stresszhatasokhoz valé
alkalmazkodasban toltenek be fontos szerepet (pl. kiszaradas, hosokk, ozmoti-
kus stressz, éhezés, fert6zés, stb) [1-2].

Emberben mintegy tucatnyi kiilonféle MAPK fehérje talalhatd (pl. ERK, p38 és
INK kindzok). Mint a legtobb Ser/Thr protein-kindz enzim, ezek is mindenekel6tt
a fehérjék flexibilis, masodlagos szerkezet nélkili régidiban talalhato szerin vagy
treonin oldallancait foszforilaljak. A csaladba tartozé enzimekre altalaban jellemzé,
hogy szubsztratjaikat nem a konvencionalis modon, a katalitikus hely kézelében
lévé aminosav-oldallancok segitségével ismerik fel. A katalitikus (aktiv) helylk
ugyanis tulsagosan ,megenged6”: minden olyan fehérjelanc foszforilalédhatna,
amelyben a szerin vagy treonin oldalldncokat valamely kis aminosav (Gly, Ser,
Ala, Thr, Pro, klilondsen a legutdbbi) koveti. Ilyen szakaszok viszont tulsagosan
gyakoriak a fehérjékben. E helyett a MAP kinazok az oldalukon |évé jarulékos,
un. dokkol6 két6arkot hasznaljdk a legtdobb szubsztrat célzott felismerésére [3].
Tehat csak akkor lesz egy fehérje ,j0” MAPK szubsztrat, ha rendelkezik egy olyan
specidlis aminosav 6sszetételli kotd motivummal a fehérje barmely rendezet-
len szakaszan, amelyben néhany pozitivan téltétt aminosavat altalaban hidro-
fob aminosavak kodvetnek egy adott mintazat szerint (D [dokkold]-motivum).
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Erdekes azonban, hogy D-motivumok nemcsak szubsztrat fehérjékben, hanem
az Oket aktivald MAPK kinazokban (MAP2K), deaktivald foszfatazokban, illetve
allvanyfehérjékben is megtalalhatoak [3-4] (1. &bra).

O /) Rec r:l;:ll:l.u

VRO ti:m’.wm:ﬁ
ciloplama

(Fosttatz ™) —— ¢ MAPK D) dokkol6 -
— ——r| | drok

- —

3 ER

MAPKAFK.H / Transzkr,
- / faktor

-

D-motivum: 8 __-X _-d&-X-

(1-2) " (3-7)

! sejtmag

1. abra. MAP kinazok jelatviteli partnerei és a dokkolo kélcséonhatas szerkezeti
alapjai. A MAPK jelatviteli modulok jellemzé mddon egy-egy haromszintii kindz kaszkadba
rendezddnek. A MAPK-ok kézvetlendiil kélcsbnhaté partnerei az 6ket aktivalo MAP2K-ok (pl.
MKK®6), dektivald foszfatazok (pl. HePTP), allvanyfehérjék (pl. JIP1), illetve szubsztratok:
MAPK aktivalt protein kinazok, MAPKAPK-k, (pl. RSK1, MNK1, és MK2) vagy transzkripcios
faktorok (pl. MEF2A és NFAT4). A jobboldali panel a MAPK dokkold arok és az aktiv hely
elhelyezkedését mutatja sematikusan egy MAPK szubsztrat fehérjével kélcsénhatasban. A
feketével jelolt polipeptidlanc katalitikus helyhez valé hozzaférését a rajta talalhato dokko-
16 motivum biztositja, ami pozitivan téltét,t illetve hidrofob aminosavakat tartalmaz meg-
felel6 elrendez6désben. A MAPK dokkold arok egyrészt all egy negativ toltésl CD-arokbdl
(Common Docking, piros) és egy hidrofdb felszinbél (px¢@ arok, narancssarga). A D-moti-
vumok pozitiv téltésii aminosavai (8) az el6bbit, mig a hidrofob aminosavak az utébbihoz
kétnek (6: arginin vagy lizin, @: leucin, izoleucin, valin vagy ritkan prolin, x: barmely ami-
nosav.)

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a MAPK-ok partner fehérjéikhez linedris D-mo-
tivumok révén kotnek. Egy olyan mddszer kidolgozasa tehat, melynek segitsé-
gével megbizhaté mddon tudnank szekvencia alapjan linearis D-motivumokat
azonositani kilonb6z6 organizmusok fehérje allomanyaban, lehetdséget adna
MAPK foszforilacié révén szabalyozott jelatviteli rendszerek haldzat szintd evolu-
cidjanak a feltarasara is. Ehhez természetesen a MAPK-dokkold peptid kdlcson-
hatasok fizikai hatterének részletes vizsgalatai sziikségesek.

MAPK-dokkol6 peptid kdolcsonhatasok szerkezeti alapjainak feltarasa

Annak ellenére, hogy a MAPK sejtes jelatviteli atvonalairdl rengeteget tudunk,
és szinte nincs olyan élettani folyamat, melyben ne jatszananak valamilyen sze-
repet, meglepéien kevés szubsztrétjukat |’rték Ie eddig. A Iegtb‘bbet tanulmé-
s ezen szubsztratok jelentOs része tartalmaz D-motivumot is. Mindezeket tuI-
nyomorészt szerencsés véletlenek folytan talaltdk meg, szisztematikus MAPK-

BIOKEMIA
XXXVI. évfolyam 2. szam 2012. junius

65



Bemutatkozik az ELTE TTK Biokémiai Tanszék

szubsztrat keresésre eddig kevés kisérlet tortént. Mivel azonban a MAPK-ok a
célfehérjék tobbségét a D-motivumok révén taldljak meg, kézenfekvonek tilinik
az elképzelés, hogy a D-motivumok jelenléte altal josoljuk meg egy-egy fehérjé-
rol, mégpedig a szekvencidja alapjan, hogy lehet-e MAPK szubsztrat vagy nem,
illetve hogy kialakit-e kapcsolatokat MAP kinazokkal vagy sem.

A D-motivumok megkeresése azonban korantsem egyszer(i feladat. Ugyanis
ezek a rovid, rendezetlen szerkezetl peptidlancok csak ,laza” konszenzus szek-
venciaval birnak, mivel a jelatvitel szempontjabdl relevans mikromolos affinitasu
fehérje-peptid tipusu kolcsdnhatasok csupan néhany kontakt pontot igényelnek
a motivum és a kdlcsonhatd fehérje felszin kozott. Ezek miatt a pusztan szek-
vencia alapu keresési eljardsok mar csak a véletlen egyezések miatt is tulsa-
gosan sok hamis pozitiv talalatot adnak. Olyan linedris motivumok azonositasa
pedig, melyek egy-egy MAPK-t specificikus médon kotnek, még nagyobb ki-
hivas. A helyzet sokban hasonlit arra a feladvanyra, mikor az SH2, SH3 vagy
PDZ doménekhez kapcsolddd fehérjéket szeretnénk azonositani [5-6]. Ezek a
domének szintén linearis motivumokhoz kétddnek (az SH3 domének példaul
PxxP és rokon motivumokhoz.) A probléma nehézsége két fontos tényez6bdl
adddik. Egyrészt, viszonylag nagyszamu, egymashoz hasonld rokon felismerd
domén van az emberi fehérjeallomanyban. Masrészt pedig egy-egy domén koto-
arka altaldban nem csak egyféle elrendezddésben képes kotni a célfehérjék mo-
tivumait. Vagyis a motivumok alosztalyokra tagolhatdok, minden alosztaly csak a
kotd domének egy jol meghatarozott csoportjaval képes kapcsolatot teremteni,
de ugyanekkor a doméneknek is van egy jellemzd szelektivitasi profilja.

Kutatdocsoportunkban az utébbi években a kiilénb6z6 linearis motivumok MAPK
kotddési profiljai mogott rejlo fizikai determinansokat prébaltuk felderiteni szer-
kezeti biokémiai mddszerekkel. A munka soran megoldottuk tébb mint féltucat
dokkolé peptid szerkezetét harom kilonb6zé MAP kinazzal (ERK2, JNK1, p38a)
komplexben. Tovabbi korabbrél ismert, szdmos MAPK-dokkold peptid komplex
bevonasa révén végil 10 kilonb6z6 dokkold peptid félanc konformacios meg-
oldast azonositottunk, melyek mindegyike dsszeférhet6 legalabb egy, a harom
vizsgalt MAPK-on |évo kiilonb6z6 dokkold arkok egyikével (2. abra).

Keresési algoritmus MAPK-partner fehérjék felkutatasara

A MAPK-dokkold peptid kotddési,,megoldasok” szama tehat nem végtelentl nagy,
és az ismert motivumok nagy része beilleszthetd 10 csoportba. Egy-egy ilyen
csoporton belll a peptidek specificitasi profilja és kdtésmaddja nagyon hasonld,
de a legfontosabb, hogy a szekvenciajuk is kdzeli rokonsagot mutat. Egy-egy
csoporton belill az ismert példak a rogzitett aminosavak miatt mar elég jo , kon-
szenzus motivummal” rendelkeznek. Ennek alapjan a motivumok bioinformatikai
maddszerekkel megtalalhatdak, sbt jésolhatdak is fehérje szekvencia adatbazisok
felhasznalasaval.

A dokkold peptidek kereséséhez tovabbi ismereteket is fel lehet hasznalni. Lé-
nyeges példaul hangsulyozni, hogy ezen motivumok szinte kizardlag a fehérjék
rendezetlen régidiban fordulnak eld; vagyis nincs eredendd, régzitett konfor-
macidjuk. Ezt csak a kotdédési esemény kozben nyerik el, igy biztositva a peptid
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2. abra. Kiilonb6z6 MAPK dokkol6 peptid folanc konformacios osztalyok az eddig
ismert fehérje-peptid szerkezetek alapjan.Kékkel jeloltiik a motivumokban a poziti-
van toltétt aminosavakat (8), pirossal a hidroféb aminosavakat (¢). Az alsé indexek az
utébbiaknal a MAPK kétbozsebeit jeldlik (U, L, A, illetve B: U: felsé (upper) zseb; L: also
(lower) zseb; A és B: a ox¢ arok két pozicidja). A kbztes aminosavak (x) lanca fekete
szinl, és sziirke gydngydk jelblik az alfa szénatomokat. A szerkezetekben a kevésbé jol
definialt régiokat szaggatott vonal jelzi. Az egyes osztalyok az adott motivumot hordozé
fehérjék nevei alapjan lettek elnevezve. JIP1 és NFAT4: JNK k6t6 allvanyfehérje, illetve
transzkripcios faktor; HePTP, MKK6 és DCC: p38 és ERK2 koto foszfatdaz, MAP2K, illetve
membran receptor fehérjék; RSK és MK2: ERK-hez és p38-hoz specifikusan kétédé MAPK
szubsztrat kindzok. A szerkezeti osztalyok mindenekelbtt a téltétt és hidroféb aminosavak
elrendez6désében és az Gsszek6td régiok hosszaban kilénbéznek. Néhany osztalyban a
kéztes régiok valtozatossaga miatt tovabbi alosztalyokat is elkiilénithetiink. A csoportunk
altal meghatarozott szerkezeteket *-gal jeloltik.

preciz, indukalt illeszkedést a MAPK dokkold felszinéhez. Szerencsére a rende-
zetlen régidkat ma mar egyre pontosabban meg tudjuk josolni a fehérje szek-
vencidja ismeretében. Ezen kivil arra is képesek vagyunk, hogy a helyi amino-
sav Osszetétel birtokaban kisz(irjik azokat a polipeptidlanc-darabokat, amelyek
energetikailag ,nagyot nyerhetnének” akkor, ha egy masik fehérje arra alkalmas
doménjéhez tudnanak kétédni. Ha mindezeket az ismereteket dsszekotjlik, egy
egyszerd, szam jellegl paramétert kaphatunk az illet6 fehérjerégié mas fehérje-
domének iranyaba mutatott viselkedésérdl. Erre a pontozasra képes az ANCHOR
program, amely az IUPRED nev(i rendezetlenség-jdsld algoritmusra épil [7-8].

Bar az ANCHOR algoritmus képes kiszlrni a kotddésre nagyobb valdszinlséggel
képes peptidszakaszokat, de a valddi kotési energiat nem lehet vele pontosan
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megbecsilni (mivel ,altaldnos” fehérje-felszinekkel szamol). Ehhez szerkezeti
modellezésre van szlikség. Korabbi sajat és masok szerkezeti munkajanak ko-
szonhet8en azonban rendelkeziink legalabb egy-egy atomi felbontasu szerke-
zettel az eddig ismert motivum osztalyokra. Igy a motivumkeresés, illetve egyéb
sejten bellli lokalizaciéra vonatkozé szlirések és az ANCHOR egylittes alkalma-
zasa utan a fennmarado talalatok MAPK kotodését modellezhetjik a meglévo
szerkezetek aminosavainak modellbeli atépitésével [9-10]. Ezutan egy becsllt
kotési energiat kapunk, ami az Ujonnan azonositott linearis motivum adott fo-
lanc konformacidéban vald dokkold arokhoz vald illeszkedését/6sszeférhetdségét
jellemzi. Az egyes motivumosztalyokon belili rangsorolas utan aztan kovetkez-
het a talalatok ,élesben” térténé tesztelése.

A talalatok kisérleti tesztelése

Az eljarasunk végén magas pontszamot kapott motivumoknak megfelel6
peptidszakaszokat szilard fazisu peptidszintézissel allittattuk eld, majd a peptidek
MAPK kotését kvantitativ in vitro esszében vizsgaltuk. A szintetizalt peptidekkel
fluoreszcencia polarizacids titralast hajtottunk végre megfeleld fluoreszcens fes-
tékkel jelolt kontroll peptidek ellenében. A mddszer Iényege, hogy az ismerten
MAPK dokkolé arokhoz kapcsoldodd kontroll peptid kétddésébdl szarmazé fluo-
reszcens jel polarizacidja lecsdkken, ha azt az ismeretlen peptid a kétShelyerdl
leszoritja. Igy egy kisérletben hatarozhattuk meg az Uj dokkold motivumot tar-
talmazé peptid kotédési affinitasat adott MAPK-hoz, és egyben igazolhattuk a
dokkolé arokba valé kotédését is.

Bar a kotési affinitast josl6 mddszerek pontatlansdga miatt nem minden ma-
gas pontszamu peptid adott mérhet6 (K, < 100 uM) koétddési er6sséget, mégis
szamos Uj MAPK kotd motivumot sikerilt azonositanunk. A kis szamu mintabdl
felfedezett, Uj partner fehérjék kozott taldlunk olyanokat, amelyek feltehetben
kildonféle élettani folyamatok MAPK fliggd szabalyozasaban jatszanak szerepet.
ATGA4D proteaz rendezetlen C-terminalisan talalhaté revD motivum talan a MAPK
palyak és az autofagia kozotti fizikai kapcsoltsagot biztosithatja, az SRFBP1 MK2-
tipusu p38-specifikus motivuma pedig a p38 altal kozvetitett stresszvalaszban
lehet fontos. Az AMPK-y2-ben azonositott MEF2-tipusi motivum az éhezés/ener-
giahiany érzékelése és a p38, illetve ERK utak kozott teremthet egy kdzvetlen
MAPK foszforilacid alapu kapcsoltsagot, mig ugyanezen MAPK-ok a ciklin-T2 mo-
tivuman keresztll pedig a fehérjeszintézis hatékonysagat befolyasolhatjak. To-
vabba azonositottunk egy MKK6-tipusl motivumot a KSR2 MAPK allvanyfehér-
jében is, amely talan egyes MAPK utvonalak aktivalasaban kozvetlenll jatszhat
szerepet. Természetesen megkezdtik a motivumok jelent6ségének tesztelését
in vivo sejtes rendszerekben is.

Evolicios megfontolasok

Az Ujonnan felfedezett motivumok kilonb6z6 fehérjékben vald eloszlasa egy
organizmuson belll, illetve kiildnb6z6 organizmusok koézott evollcids szempont-
bdl is egyarant rendkiviil érdekes. Mivel a MAPK rendszer rendkivil 6si, a MAPK
szubsztratok egy része is rendkivil konzervalt (példaul a human MEF2A éleszto
megfeleldje is hordozza a D-motivumot). Példainkon keresztil a fehérje-fehérje
kapcsolatok dinamikus fejlédése is tetten érhetd: sok motivum csak gerincesek-
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3. abra. MAPK kdélcsonhatasok evoliuciéja linearis motivumok megjelenése és el-
tiinése révén. NFAT és MEF2 transzkripcios fatorok jo példaként szolgalnak arra, hogy
linearis k6t6é motivumok hogyan szabalyozhatnak komplex folyamatokat. Mindkét transz-
kripcios faktor csaladnak emberben négy paraldogja van. Ezek linearis kété motivum kom-
poziciéja MAPK kétés szempontjabdl alapvetben eltér. Az NFAT fehérjék kézil csupan az
NFAT4 hordozza a JNK-t két6 dokkold motivumot. Ez a calcineurin foszfatadz ellenében
hatva gatolja a fehérje magi lokalizaciojat foszforilacio és igy az NLS motivum maszkolasa
révén (NLS: sejtmagi lokalizaciés motivum). A calcineurin foszfataz az NLS-t defoszforilélja
és ezaltal importinok szamara valik hozzaférhetévé. Erdekes, hogy a calcineurin kétésért
felelés PxIXIT motivum minden NFAT homologban megtalalhaté. A JNK kinaz pedig kérnye-
zeti ingerektél fliggdé modon szabalyozhatja az NFAT4 transzkripcios aktivitasat, de a tébbi
paralog szabadlyozasaban igy nem vesz részt. Mivel a dokkolo motivum az eddig ismert
Osszes gerinces NFAT4 ortologban megtalalhatd, kézvetlenll az 6si NFAT gén duplikacioja
utan alakulhatott ki. A MEF2 transzkripcios faktorok evolucioja forditott folyamatot tiikréz:
Itt egy 6si motivum génduplikacio utani részleges elvesztésérdl van szo. A négy emlés fe-
hérje kozil két paralogban a mar élesztbgombaban is megtalalhatd, 6si motivum részben
vagy teljesen hidanyzik. A MEF2 faktorok esetében a motivum megléte (MEF2A és MEF2C)
vagy hianya (MEF2B és MEF2D) az ERK és p38 MAP kinazok altali szabalyozastol teszi fiig-
gbévé vagy éppen fliggetlenné a sejtdifferencialodas folyamatat. (Hs: Homo sapiens, Mm:
Mus musculus, XI: Xenopus laevis, Dr: Danio rerio, Tn: Tetraodon nigroviridis, Ci: Ciona
intestinalis, Dm: Drosophila melanogaster, Sc: Saccharomyces cerevisiae.)
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ben mutathaté ki, s6t vannak egészen Ujak is. Az ATG4D példaul csak a maga-
sabb rend(i emléstkben tartalmazza a reverz D motivumot. Tovabba jellemzo
hogy a dokkolé peptidek sokszor csak egy-egy paraldgban jelennek meg. Az
NFAT1/2/3-ban nincsen MAPK-felismerd D-motivum, csak az NFAT4-ben, vagy a
motivumok akar el is tlinhetnek, ahogy a MEF2B-ben és MEF2D-ben elveszett az
0s-MEF-ben még meglévdé motivum (3. abra). SOt arra is van példa, hogy csak
bizonyos splicing izoformak tartalmazzak a MAPK-k6té motivumot: ilyen példaul
az AMPK-y2.

Osszefoglalas

Elmondhatjuk, hogy linearis motivum alapu jelatviteli kapcsolatok feltérképezé-
séhez gondosan kivalasztott fehérje-peptid komplexek szerkezeteinek megol-
dasa nemcsak a konszenzus motivumok felismerésében, illetve pontositasaban
elengedhetetlenek, de mint bemutattuk, hozzajarulhatnak Gj motivumok genom
szintl azonositasahoz is. Szerkezeti informaciok tehat felhasznalhatdk ,laza”
konszenzus motivum szekvenciak alapjan azonositott tébb szaz vagy akar ezer
talalat hatékony sz(ikitésére és az ,igazi” talalati arany Iényeges ndvelésére. Ez
pedig a jovOben hasznos segédeszkdz lehet majd fehérje-fehérje kdlcsdnhatasi
halozatok akar teljes kor( feltérképezéséhez.

Koszonetnyilvanitas

Szeretnénk koszonetet mondani Patthy Andrasnak (ELTE) a kivald mindségl
peptidszintézisért, Szantai-Kis Csabanak (Vichem Kft.) a fluoreszcencia polariza-
cios, illetve Erdddi Ferencnek (DOTE) az SPR alapu kdlcsonhatas vizsgalataink-
ban nyUjtott segitséglikért. Szintén kdszdnettel tartozunk Palinkas Gabornak és
Kardos Juliannanak, hogy tamogatasukkal a munka egy része az MTA KK Fehérije
Laboratériumaban is folyhatott. Tovabba a bioinformatikai alapu szlirés otleté-
nek megvalodsitasa nem johetett volna létre egylittm(ikddé munkatarsaink tamo-
gatasa és munkaja nélkill: Olga Kalinina (Max Planck Institute for Informatics,
Saarbriicken), illetve Mészaros Balint és Dosztanyi Zsuzsa (MTA TTK).
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Zeke Andrés diplomdjat 2005-ben szerezte a SOTE AOK-n. A gydgyszeriparban,
a klinikai gydgyszerkutatas teriletén eltéltétt évek utan, 2009-ben kezdte meg
doktori tanulmanyait az ELTE szerkezeti biokémia iskoldajaban, Reményi Attila
kutatdécsoportjaban. F6 érdeklbdési terlileteik a mitogén-aktivalt protein kindzok
protein-protein kélcsénhatasai, partner- és szubsztrat felismeré mechanizmusai
és ennek szerkezeti hattere, valamint ezen ismeretek lehetséges felhasznalasai.

Garai Agnes diploméajatt 2010-ben kapta az ELTE bioldgus szakdn. Doktori ta-
nulmanyait a Biokémiai Tanszék Szerkezeti Biokémia programjaban folytatja Re-
ményi Attila kutatdocsoportjaban. Laboratériumuk jelatviteli palyak molekularis
logikajaval foglalkozik. Ezen beliil f6 érdeklédési teriiletiik a MAPK-ok fehérje-fe-
hérje, illetve -peptid tipusu interakcidi, valamint ezek szerkezeti hattere és eset-
leges gyakorlati felhasznalasa.

Reményi Attila 1997-ben diplomazott az ELTE bioldgus szakan. Egyetemi diplo-
I/ mamunkajat a Bristoli Egyetemen Angliaban, mig PhD munkajat az Eurdépai Mole-
¥ kularis Bioldgiai Laboratériumban végezte Heidelbergben és Hamburgban. 2002
és 2007 kozott a Kaliforniai Egyetemen San Francisco-ban posztdoktori 6sztén-
dijasként éleszté jelatviteli palyak molekularis logikajanak felderitésén dolgozott.
2007-t6l az ELTE Biokémiai Tanszéken tudomanyos fémunkatars és csoportjavall
. human protein kindzok szerkezetét és kélcsénhatasait kutatja. Jelenleg Bolyai
Janos kutatoi észténdijas (MTA), illetve Wellcome Trust International Senior Research Fellow.
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. Aktualitasok Nyitray LaszI6: A 70 éves Graf LaszI6 készéntése

GRAF LASZLO AKADEMIKUS 70 EVES

Graf Laszlo, a hazai biokémia egyik legszinesebb egyénisége, az ELTE emeritus
professzora, Széchenyi-dijas akadémikus 70 éves. O a ,kalapos karizma”, ahogy
egyik tanitvanya, ma tanszéki munkatarsunk nevezte. Nagykarimaju, mondhat-
nam ,karizmaju” kalapjai messze foldon hiresek - amint azt Bér Rudiné festo6-
muvész réla készilt rajza is megorokiti.

Egy ,Reneissance Man”, ahogy a tiszteletére az ELTE Harmdnia termében meg-
rendezett ,Friends and Science” szimpdzium egyik amerikai meghivottja nevez-
te. Honnan erednek ezek az elnevezések, miért is olyan érdekes személyiség
Graf Laszlé? E sorok irdja 27 éve ismeri az Unnepeltet. San Francisco-ban talal-
koztunk el8szor, egyik kedvenc varosaban. Azutan kovetkezett egyltt tébb mint
két évtized a Biokémiai Tanszéken, harmoéniaban. Tudomanyos érdeklédésiink
csak annyiban fedett at, hogy mindketten az izom miozin coiled-coil szerkezet(
korabban, Biré Endre professzor, a Biokémiai Tanszék alapitéjanak laboratériu-
maban. (Biré Endre viszont Szent-Gyorgyi Albert budapesti intézetében kezdett
».miozinoldgiaval” foglalkozni, ezért kis tulzassal talan szabad Dosztojevszkiijt
parafrazalnom: a Biokémiai Tanszéken izombiokémiaval, motorfehérjékkel fog-
lalkozd kutatok mindannyian Szent-Gyorgyi Albert képdnyegébdl bujtunk eld).

A kilencvenes évek elején sziletett egy kdzos publikacionk, amelyben a fésls-
kagylé miozin nehéz lanc génrdl irtunk le érdekes (j tényeket — akkoriban azon
gondolkodtam, hogy Szent Jakab és a zarandokok attribdtumanak, Botticelli Vé-
nem csak gy(ijtenem és fogyasztanom Oket. Talan ezek a gondolatok Graf Laszlo
hatdsara (is) otlottek fel bennem. Mert 6 a kutatds szenvedélye mellett a ter-
mészetre torténé racsodalkozas, kivancsisag, filozofalas és a gylijtészenvedély
embere - legyenek ezek a targyak kovek, természet faragta fadagak, csontok,
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koviletek. Graf Laszld irodaja egy természetrajzi gyljtemény benyomasat kel-
ti. Raadasul kivald fotds is. A tanszékvezetdi irodajanak ablakabdl (melyet ma
én ,bitorlok”) készitett fotokbdl évekkel ezelott nagy siker(i kiallitast rendezett
az ELTE-n ,Hajnali részegség” cimmel. De az irodalommal is kacérkodott mar
(lasd a Tudomany és Mlvészet rovatban , Az Intézet, 1965” cim( karcolatat és
valogatott fotdit). Személy szerint nagyra értékeltem a fehérjetudomany és a
muUvészet kapcsolatanak vizualis bemutatasardl az utobbi években kifejtett te-
vékenységét. Elég itt utalnom az ELTE Gombaulajaban és az MTA székhazaban
képzomUlvészek bevonasaval 2009-ben megszervezett , A fehérjék szines vilaga”
cimU kiallitasra és a hozza kapcsolddo eldaddilésre. Szlletésnapjara a tanszéki
munkatarsai Albertus Seba Locupletissimi rerum naturalium thesauri cim( hires
metszetgyldjteményének fakszimile kiadasaval leptik meg - hogy miért, az a
fentiek alapjan talan értheté.

A sziletésnapja alkalmabdl rendezett ,Friends & Science” cimd szimpdziumon
szamos kilféldi és hazai kutatd, professzor kollégai és baratai kdszontotték. Az
esemeényre olyan kilféldi eldaddkat hivtunk meg, akiket tobb évtizedes baratsag
flz Graf Laszld professzorhoz, amelyet mindannyian fel is elevenitettek fény-
képek és visszaemlékezések formajaban. A szimpdziumon kilféldi vendégek, a
Biokémiai Tanszék vezetdje és Zavodszky Péter, az MTA Bioldgiai Tudomanyok
Osztalyanak elndke, az ELTE emeritus professzora tartottak szakmai el6adast
sajat kutatasi terllettkrol. A szimpdzium el6addi kozott szerepelt William Rutter,
aki jelenleg a Synergenics cég elndk-vezérigazgatdja, korabban pedig a Chiron
Corporation orvosi-biotechnoldgiai cég alapitdja volt, azé a vallalaté, amely a
vildgon az els6k kozott allitott el6 rekombinans fehérje gydgyszereket. A ven-
dégek kozott volt Robert Lazarus, a vilagon els6ként megalakult biotechnoldgiai
vallalkozas, a Genentech cég szenior munkatarsa, Kunos Gydrgy magyar szar-
mazasu amerikai professzor, az MTA kiilsd tagja, az NIH National Institute on
Alcohol Abuse and Alcoholism tudomanyos igazgatoja és John Markley, a legna-
gyobb amerikai NMR-kOzpont vezetdje is. A szimpdzium az Eurdpai Léptékkel a
Tudasért ELTE kutatéegyetemi palyazat tamogatasaval valdsult meg.

Végil alljon itt réla egy rovid életrajz, kiemelve Graf Laszlé palyafutdsanak né-
hany mérfoldkdvét. 1942-ben Zalaegerszegen szlletett. Az E6tvos Lorand Tudo-
manyegyetem Természettudomanyi Karan szerzett vegyész diplomat 1965-ben.
Palyafutasa els6 fele a Gydgyszerkutatd Intézethez koéti, ahol 1985-ig dolgo-
zott, 1975-t0l a Biokeémiai osztaly vezetGjekent. 1d6kdzben tobb évet toltott az
Egyesult Allamokban, a San Francisco-i Egyetemen (UCSF) a Hormon Research
Institute-ban és a New York-i Egyetemen a Center for Neurochemistry-ben.
Peptidkémiai kutatasaival nemzetkozi hirnevet vivott ki maganak. Ebbdl az ido-
bdl a legfontosabb felfedezései a sertés és human adrenokortikotrop hormon he-
lyes aminosav szekvencidjanak leirasa és a B-lipotrop hormon felfedezése volt.
1972-ben védte meg a bioldgiai tudomanyok kandidatusi, 1982-ben akadémiai
doktori értekezését. 1979-ben Akadémiai Dij kitlintetésben részesiilt.

1985-t6l az E6tvds Lorand Tudomanyegyetem egyetemi tanara, ahol hosszU ide-
ig, huszonegy éven keresztil (1986-2007) toltdtte be a Biokémiai Tanszék veze-
toi tisztségét. 1997 és 2001 kdzott az ELTE TTK Professzori Tanacsanak elndke
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volt. Itteni munkassagat fémjelzi, hogy egyetemi szinten az els6k kozott a Bio-
kémiai Tanszéken folyt nemzetkdzi szinten is elismerést kivaltd, a rekombinans
DNS technoldgiara alapuld fehérjekutatas Magyarorszagon: elsOként allitottak
eld hely-specifikus génmutaciokbdl kiindulva, fehérjemérnoki (avagy ahogy 0
nevezi ,fehérjeszobrasz”) modon tripszin mutansokat. FO kutatasi terilete a
szerin-protedazok és fehérje inhibitoraik szerkezet-funkcié dsszefliggéseinek fel-
tardsa. Komoly fegyvertény volt Graf Laszld részér6l a Szerkezeti biokémia
doktori program elinditasa és vezetése. Sajat témavezetése mellett 16 PhD disz-
szertacio készilt.

Tudomanyos munkassagat eddig tobb mint 150 szakmai kézlemény jelzi, ame-
lyekre 3000 fliggetlen hivatkozas tortént. A kutatdi tevékenysége elismeréseként
1998-ban Széchenyi-dijat kapott. A Magyar Tudomanyos Akadémia 1993-ban
valasztotta levelez6, 2001-ben rendes tagjai soraba. Iskolateremt6 tevékenyseé-
géért 2010-ben Szilard Led professzori 6sztdondijban részeslilt. Jelenleg is akti-
van kutat, részt vesz az egyetemi és az akadémiai k6zéletben. Az E6tvos Lorand
Tudomanyegyetem 2012-ben professor emeritus cimet adomanyozott szamara.

Nyitray Laszlo
tanszékvezeto egyetmi docens
ELTE TTK Biokémiai Tanszék
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. Aktualitasok Reményi Attila: Igy kezdédétt ...22 évvel ezelbtt...

IGY KEZDODOTT LASZLO ES AZ EN TORTENETEM 22 EVVEL
EZELOTT ....

Graf Laszléval 22 évvel ezeldtt talalkoztam egy vidéki gimnaziumban. 1990-et
irtunk abban az évben és a rendszervaltozas izgatott hangulataban élt akkor az
orszag. En 17 éves voltam és Laszlo 48 lehetett. A valtozdsok szele minket is
elért: a gimnazium 225. éves fennalldsanak alkalmabdl Landler Jend Gimnazi-
umbdl valtoztunk at Batthyany Lajos Gimnaziumma. Laszlé ebben a gimnazi-
umban érettségizett évtizedekkel azel6tt, s mivel azéta ,sokra vitte”, meghivott
vendégként vett részt az Gnnepségeken. A didakok szabadon valaszthattak az
egykori , 6regdidkok” el6adasai kozil és én Laszlé Fehérjemérnokség cim( el6-
adasat valasztottam. Korilbelll harmincan lehettiink a teremben, amikor el-
kezdddott volna az el6adas. A diavetité azonban kinos mddon nem indult, pedig
az eldadé allitdlag fantasztikus diaanyaggal készilt: a legutdbbi San Francisco-i
tanulmanyutjardl szamolt volna be gyonyord képek kiséretében, és nagyon saj-
nalta, hogy a vetitd csutortokét mondott. Aztdn gondolt egyet, krétat ragadott,
a tablahoz ment és felrajzolt egy kort .... A kovetkez6 bo féléraban megismer-
tette vellink a rekombinans DNS technoldgia alapjait és lehetdségeit. Talan az
el6adas sikerének és az eldadd vitathatatlan karizmajanak is kdszénhet6, hogy a
k6zonség soraibol aztan évek mulva harman fel is bukkantak az ELTE Biokémiai
Tanszék ajtaja elott, s jelentkeztek diplomamunkara.

A sors azonban ugy hozta, hogy végil én nem a Tanszéken irtam meg a szak-
dolgozatomat, hanem kijutottam Anglidba, onnan pedig egy doktori iskolaba,
Németorszagba. Az évek soran azonban tartottuk a kapcsolatot: Laszld lelkesen
részt vett a kllfoldi doktori munkamat értékeld/segit6é bizottsagban. Majd a ka-
liforniai posztdoktori éveim alatt évente talalkoztunk, és & batoritott abban az
eredeti szandékomban, hogy a garaboncias vandorévek utan hazatérjek. Erde-
kes egyezés, hogy korulbelll harminc évvel el6ttem Laszld is San Francisco-ban
élt jo par évet, s ugyanabban az éplletben kutatott, ahol én akkor dolgoztam.
K6zos bennliink a kalandvagy, az Ocean szeretete és csodalata is. Hatvankét
éves koraban példaul konnyedén sikerllt ravennem arra is, hogy életében el6-
szor kiprébalja a hulldmlovaglast. Tavkapcsolatunk aztan késébb kozelire val-
tozott: tanszéki laborjaink néhany méter tavolsagon belll vannak, és naponta
taldlkozunk. A tobb mint husz évvel ezeldtti taldlkozds egy szamomra fontos
mentor-didk viszonnya érett az évek soran. Az akkori nagykanizsai taldlkozas
és annak jelentosége a diak hallgatésag fogékony tagjainak kés6bbi dontéseire
adta az inspiraciot ahhoz, hogy kitalaljuk az ,ELTE hazhoz megy” programot,
hogy az ilyen tipusu személyes taldlkozasok ne csak a véletlen szeszélyeibdl
johessenek létre. A program célja, hogy a palyavalasztas el6tt allo kdzépiskolas
diakok és aktiv kutatok kozott minél tobb személyes csatornat nyisson és ezal-
tal figyelmiket a természettudomanyos kutatasok izgalmara és a bennik rejl6
lehet6ségekre terelje. Ennek keretében Laszlé par éve megismételte eldadasat
a most mar Batthyany Lajos nevi egykori k6zds iskolankban. Tovabba az utdbbi
években a Tanszék tucatnyi mas kozépiskolaban probalta a biokémia és moleku-
laris bioldogia felé irdnyitani a didkok figyelmét, illetve személyes talalkozasokat
katalizalni érdekldd6 hallgatok és gyakorld kutatdk kozott.
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. Aktualitasok Reményi Attila: Igy kezdédétt ...22 évvel ezelbtt...

Visszakanyarodva arra a verofényes tavaszi, 22 évvel ezel6tti napra az alabbiakat
mondhatom. A ,Bevezetés a biokémiaba” ciml szeminariumon a rekombinans
DNS technoldgia alapjait tanitvan BSc hallgatdoknak, mindig nagy izgalommal
készllok arra a részre, amikor a plazmidokat kell elmagyaraznom. Ilyenkor egy
kis hatasszinetet tartok, majd krétat veszek, odamegyek a tablahoz és rajzolok
egy kort — éppen ugy, ahogy azt annak idején Laszlotdl lattam.... és titkon re-
ménykedek; akkor is, amikor egy vidéki gimnaziumban tartok el6adast a sejtes
jelatvitelben szerepet jatszd molekularis mechanizmusokrél. Talan a laptopom
vagy legalabb a vetitd csttortokot mond, és akkor majd rajzolhatok egy jo kis
halozatos abrat krétaval. Persze a kétség is kisért, hogy 6sszejon-e majd. Min-
denesetre Laszlé remek prototipusa annak a tuddsnak, akitél mi fiatalabb ku-
tatok egyebek mellett foként stilust is tanulhatunk, és igy bizakodhatunk, hogy
sikerulhet!
Reményi Attila
tudomanyos fomunkatars
ELTE TTK Biokémiai Tanszék
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. Aktualitasok Szildgyi LaszIé: Az elsé mutans a Puskin utcabdl

AZ ELSO MUTANS A PUSKIN UTCABOL

1986 Oszén vette at Graf Laszlé az ELTE Biokémiai Tanszékének iranyitasat a
nyugallomanyba vonuldé Biré Endre professzortdl. A Biokémiai Tanszék kutato
laboratériumai akkoriban a Puskin u. 3. alatti épulet foldszintjének hatsé sza-
kaszaban, hallgatéi laboratériumai az alagsorban voltak. Graf professzor szinre
|épésével egy id6ben kezd6dott a foldszinti helyiségek tobb évtizede aktualis
felGjitasa, a tanszék egésze az egyik alagsori laboratoriumba szorult. A siralmas
allapotok ellenére a tanszék oktatdinak hangulata optimizmust sugarzott, az Uj
tanszékvezetd vonzd Uj témat kivant meghonositani: valtoztassuk meg egy en-
zim specifitasat a kddold DNS-ének iranyitott mutagenezisével.

TanszékvezetOvé torténd kinevezését megelozéen Graf Laszlé tobb évet tol-
tott el a UCSF Hormon Kutatd Intézetében. Ennek az intézetnek a vezet6je ak-
kor William (Bill) Rutter volt, aki az intézetét a 70-es évek végétdl kezdve a
rekombinans DNS technikak, molekularis kldnozas teriletén a vildg vezeto la-
boratoriumai kozé fejlesztette. Itt tortént tobbek kdzott az inzulin és par évvel
késbbb az inzulin receptor kldnozasa is. Ebben a munkaban Graf Laszl0 is részt
vett. Az intézet f6 kutatasi profilja a pankreatikus génexpresszid tanulmanyo-
zasa volt. Ennek a munkanak a keretében klonoztak szamos szekretalt fehérje,
tobbek kozott a tripszinogén génjét is. San Francisco-i tartézkodasa alatt Graf
Laszld mar tett egy merész probalkozast a tripszin specifitdsanak megvaltozta-
tasdra. Régota ismert tankonyvi tétel, hogy a tripszin specifitasat alapvetben a
peptid szubsztrat lizil- vagy arginil- és a fehérje egy aszpartil-oldallanca kozotti
ionos kdlcsdnhatas hatarozza meg. Az otlet a kdvetkezd volt: forditsuk meg az
ionpart, legyen a lizin a fehérje szubsztratkoté zsebében. Az elkésziilt fehér-
je azonban nem hasitotta az aszpartil szubsztratokat, viszont nagyon gyenge
kimotripszin-szer( aktivitdst mutatott [1]. Ennek fényében a kdvetkezl |épés
logikus - alakitsuk at kimotripszinné a tripszint. Mindkét fehérje térszerkeze-
te mar ismert volt. A kimotripszin szubsztratkoto zsebében a tripszin aszpartil
oldallancaval azonos poziciéban egy szerin taldlhatd, melynek sorszama 189 a
kimotripszin aminosav szekvenciajaban. A feladat tehat az volt, hozzuk létre az
Asp189Ser tripszin mutanst.

A Biokémiai Tanszék kutatdasi profilja Birdo Endre idejében a Szent-Gyorgyi Albert
altal elkezdett izomfehérje kutatasok folytatasa volt. Kémiai mddositasokkal és
limitalt proteolizissel vizsgaltuk a miozint és az aktint, hagyomanyos fehérjeké-
miai technikakat alkalmazva. DNS munkahoz sziikséges eszkdzok nem voltak a
tanszéken. Az induldshoz sziikséges kisebb eszkdzoket (futtatd kadak, Gveglap-
ok, tavtartok és féslik a DNS szekvenaldashoz) és ami még fontosabb volt, a vek-
torokat, oligonukleotidokat és baktérium torzseket Graf Laszl6 hozta magaval.

A munka kezdeti szakaszaban a tanszék valamennyi oktat6ja szerepet vallalt.
A DNS munkakat Jancsdé Agnes és Pintér Katalin végezte. A mutagenezishez
akkoriban még nem voltak kitek, a klasszikus, M. Smith-féle mddszert hasz-
naltuk. Egyszali M13 fag DNS-hez a mutagén primertdl indulva masodik szalat
szintetizaltunk, és ezzel a konstrukcioval transzformaltunk JM101 baktérium tor-
zset. A keletkez6 fag plakkok tobbsége azonban nem mutans, mivel a baktéri-

BIOKEMIA
XXXVI. évfolyam 2. szam 2012. junius

77



. Aktualitasok Szildgyi LaszIé: Az elsé mutans a Puskin utcabdl

um hibajavité mechanizmusa kegyetlenil visszaalakitja a draga pénzen vasarolt
oligonukleotiddal bevitt mutaciot. Ezért a sok szaz vad tipus kozil a néhany
mutanst sorozatos, egyre magasabb hémérsékleten tortént hibridizacioval lehet
megtalalni. A hibridizacidhoz 32P izotéppal jeldlt oligonukleotidot hasznaltunk. Az
elsO sikeres mutagenezist bizonyitd autoradiogram lathaté az 1. abran. A meg-
fakult felirat a film eléhivasanak datumat is rogzitette.

\

D/4

1. abra. Karacsonyi ajandék 1986-bol. Autoradiogram nitrocelluloz filterre atvitt
M13 fag DNS radioaktiv mutagén oligonulkeotiddal tértént hibridizaciojarol. Az
erls fekete foltok mutans DNS-t tartalmazo plakkokat jeldlnek.

Hamarosan sikerilt a mutacié meglétét szekvenalassal is igazolni (2. abra). A
gél minGségének értékelésekor figyelembe kell azt is venni, hogy a reakcidhoz
nem T7-polimerazt (Sequenase), hanem Klenow-enzimet hasznaltunk. A szamos
kompresszio ellenére jol lathatd, hogy az Asp GAT kodonja helyett megjelent a

Ser TCT triplettje.
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2. abra. A vad tipusu (Asp) és a mutans (Ser) tripszin szekvenciaja a 189-es ré-
gioban.
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. Aktualitasok Szildgyi LaszIé: Az elsé mutans a Puskin utcabdl

A DNS munkakkal parhuzamosan folytak az el6késziletek fehérjeizolalas és ak-
tivitdsmérés kortlményeinek kidolgozasara. Szaz patkany pankreaszabdl keé-
szitettiink aceton szarazport, amib6l hagyomanyos mddszerekkel tripszinogént
allitottunk el6. Ezzel a tripszinogénnel nyulakat immunizaltunk, az igy kapott
ellenanyag nélkllozhetetlennek bizonyult a rekombinans fehérje izolalasa soran.
Ennek két oka volt, egyrészt a fehérje termelés meglehetdsen alacsony volt
(0,1-0,5 mg/liter), masrészt a tripszinogén mobilitasa SDS-gélen gyakorlatilag
megegyezik a B-laktamazéval. Az aktivitds méréséhez sziikséglink volt olyan
tetrapeptid szubsztratokra, amelyek P1 helyén kilonb6z6 aminosavak vannak
és az érzékeny mérés lehet6ségének biztositdsara fluoreszcens tavozé csoportot
tartalmaznak. Ezek szintézisét Hepp Jozsef kollegank végezte. Tovabbi prob-
|émat jelentett, hogy a tanszéken nem volt fluoriméter. Ezt a nehézséget Ugy
hidaltuk at, hogy a Brice-Phoenix fényszdéras mérd készllékinkbe Hegyi Gyuri
beszerelt a MOM-tdl vasarolt interferencia filtereket.

1987 tavaszara elkészlilt az els6 mutans tripszin. A részletes enzimoldgiai karak-
terizalas soran - amikor gyakran a ,nulla kilénb6z0 valfajait” mértik (© Hegyi
Gy.), kiderilt, hogy ez a mutans elvesztette ugyan tripszin-szer(d aktivitasat, de
fizioldgias kortilmények kozoétt nem rendelkezik szamottevd kimotripszin-szerd(
aktivitassal sem. Ennek magyarazata csak joval kés6bb, a térszerkezet felderi-
tése utan valt lehetségessé [2]. Ugyanakkor viszont azt taldltuk, hogy magas
pH-n, ahol a lizin szubsztat protonacidja visszaszorul, az aktivitas jelentésen no-
vekszik. Ez a megfigyelés, a tobbi szubsztraton kapott eredmény 0sszevetésével
alkalmat adott arra, hogy analizalhassuk az elektrosztatikus komplementaritas-
nak az enzim szubsztratkotésében és a katalizisben betoltott szerepét [3].

Az els6 mutans rekombinans fehérje elkésziltével a Biokémiai Tanszéken bekd-
szontott a ,fehérjemérnokség” korszaka, amely azéta is toretlendl tart.

Irodalomjegyzék

[1] Graf L., Craik C.S., Patthy A., Roczniak S., Fletterick R.J., Rutter W.J]. (1987) Selective
alteration of substrate specificity by replacement of aspartic acid-189 with lysine in
the binding pocket of trypsin. Biochemistry, 26: 2616-2623

[2] Szabd E., Bocskei Z., Naray-Szabd G., Graf L. (1999) The three-dimensional structure
of Asp189Ser trypsin provides evidence for an inherent structural plasticity of the
protease. Eur J Biochem, 263: 20-26

[3] Graf L., Jancsd A., Szilagyi L., Hegyi G., Pintér K., Naray-Szabé G., Hepp 1J.,
Medzihradszky K., Rutter W.]. (1988) Electrostatic complementarity within the
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Szilagyi LaszIlo
nyugalmazott egyetemi docens
ELTE TTK Biokémiai Tanszék
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. Aktualitasok A BIO-SCIENCE Kft. palyazatanak eredményhirdetése

A BIO-SCIENCE DIJ EREDMENYHIRDETESE

Hagyomanyainkhoz hiven, a Magyar Biokémiai Egyesllettel egylittm(ikddve a
BIO-SCIENCE Kft. palyazatot hirdetett 2011-2012-ben, nemzetkozi folyd-
iratban megjelent, molekularis bioldgiai témaju kdzlemeény szerzbdje/szerzdi ré-
szére. A palyazati kiirdsban foglaltak szerint a hazai tudomanyos miihelyekben
készilt kozlemények eldnyt élveztek.

A palyazatra o6rvendetesen nagyszamu, 23 palyami{ érkezett. Tobb ifju kollé-
ga tobb kozleménnyel is palyazott. Az MBKE Intézobizottsaga 2012. aprilis 17-
én tartott (lésen megvitatta a palyazatokat. A titkos szavazas alapjan a dijat
Csépanyi-Komi Roland, a Semmelweis Egyetem Elettani Intézetének tudoma-
nyos segédmunkatarsa nyerte el. A dijazott felkérést kapott arra, hogy eredmé-
nyeit a ,From Molecules to Life and Back” FEBS3+ konferencian (Optaija, 2012.
junius 13-16) ismertesse.

A nyertes palyamii:

Csépanyi-Kémi R, Sirokmany G, Geiszt M, Ligeti E. ARHGAP25, a novel Rac
GTPase-activating protein, regulates phagocytosis in human neutrophilic
granulocytes. Blood 2012 Jan 12;119(2):573-82, Epub 2011 Nov 16. Impakt
faktor: 10,558.

Gratulalunk a dijazottnak!
EzGton is koszonjiik a Bio-Science Kft. tamogatasat!
Az MBKE Vezetdsége

A beérkezett palyamunkak bibliografiai adatai:
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G. Department of Medical Chemistry, Molecular Biology and Pathobiochemistry,
Semmelweis University, Budapest, Hungary. Altered gene expression profiles in the
hippocampus and prefrontal cortex of type 2 diabetic rats. BMC Genomics 13:81-90
2012, IF: 4,206

Baghy K, Dezso K, Laszlé V, Fullar A, Péterfia B, Paku S, Nagy P, Schaff Z, Iozzo
RV, Kovalszky I. 1st Department of Pathology and Experimental Cancer Research,
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91(3):439-51 2011, IF: 4,405
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!Tudoményos kozlemények Algak a fehér biotechnolégiaban

ALGAK A FEHER BIOTECHNOLOGIABAN

Kiss Bernadett, Németh Aron, Sevella Béla
Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem,
Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomanyi Tanszék

Osszefoglalé

A vilag dzemanyag sziikségletének dinamikus névekedése és a fosszi-
lis izemanyagkészlet kimeriilésének allandd fenyegetése el6segitette az
alternativ (izemanyagok elballitasanak rohamos fejlédését. Egyik téma,
amely kézponti figyelmet kapott az utdbbi évtizedekben, a névényi ola-
jokbdl elballithato biodizel. A mikroalgak el6kelb helyet kapnak a biodizel
gazdasagos elballitasat célzé kutatasokban, ugyanakkor szamos egyéb
felhasznalasi lehetéséglik van a mezégazdasagban, kozmetikai iparban,
az élelmiszeriparban és a szennyviztisztitasi technoldgiakban egyarant.
Jelen éOsszeallitasunkban err6l a komplex kérdéskérrél szandékozunk
vazlatos attekintést adni.

Bevezetés

Kutatécsoportunk régéta foglalkozik a fehér biotechnolégia ,platform-alkotd”
vegylleteinek eldallitasaval, felhaszndlasaval. Ezen a terileten ,platform-alko-
to” kifejezéssel azon molekuldkat illetik, amelyek (vegy)ipari potenciallal rendel-
kez6 szarmazékok egész soraval (készletével, azaz platformmal) rendelkeznek.
mek kutatasat. Ugyancsak eldtérbe keriltek a ,platform”-mikroorganizmusok
is, mint példaul az algak, amelyek hatalmas potencidllal rendelkeznek tébbek
kozott biofinomitokban térténd hasznositdshoz. Szamos terileten valé felhasz-
nalhatdsaguk (biodizel eldallitds, gydgyszeripar, kozmetikai ipar, mez6gazdasag,
élelmiszeripar, szennyviztisztitds), tovabba bioldgiai eldallitasuk miatt tartjuk
Oket alkalmasnak biofinomitdban torténé eldallitdsra és felhasznalasra. Ennek
okan kutatasaink fékuszaban allnak a mikroalga fermentaciok, amelyek elsddle-
ges célja a hatékony alga-biomassza el6allitds megvaldsitasa. Ehhez sziikséges
elébb laboratériumi |éptékben, a késdbbiekben pedig kisérleti Gizemi léptékben
meghatarozni azokat a legfontosabb paramétereket, amelyek meghatarozzak a
biomassza hozamot [1-2].

Algak

Az algak olyan fotoszintetikus élélények, amelyek valédi gyokérrel, szarral, le-
véllel és viraggal nem rendelkeznek. Méretlik igen valtozatos, a néhany pm-es,
bakterialis méretli, szabadon Uszd sejtektll egészen a tobb méteres, névény-
szer( tarsulasokig. Korabban az algakat méretliik szerint (nem taxondmiailag)
mikro- és makroalgakra osztottak. A makroalgdk nagyobb méretlek, az aljzat-
hoz régzlilve nének, szabad szemmel is jél lathatdéak (1. abra). Idetartoznak a
vOros-, barna- és zéldmoszatok.
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1. abra. Makroalgak [27].

A mikroalgak ezzel szemben kisméretliek (2. abra), altalaban egyedil vagy ki-
sebb sejtcsoportokban uUszva élnek [3-7].

2. abra. Kutatdocsoportunk altal fenntartott mikroalgak mikrosztéopos képe
1000-szeres nagyitasban: a) Chlorella vulgaris tihanyi izolatum, b) Chlorella vulgaris ham-
burgi izolatum, c) Nannochloropsis sp.

Az utobbi évek kutatdsai alapjan az evollcids eldgazadsok rekonstrualasaval és
proteomikai, illetve filogenetikai alapon prébaljak besorolni az algdkat kilon-
b6z6 taxondmiai csoportokba, figyelembe véve a morfoldgiat, az ultrastruktu-
rat, valamint a genetikai allomanyt. Egybehangzé vélemény még nem alakult ki
pontos besorolasukat illetéen [2]. A mikro- és makroalgdkra torténé felosztas
mellett prokariéta és eukaridta szempontbdl is megkllonboztetik dket, ami jelzi
a sejtszerkezetbeli jelentds kilonbségeket e két csoport kozott, és alapvetden
befolyasolja a felhasznalasi lehetdségeket.

A jo termelési kihozataluk, gazdag aminosav, vitamin és asvanyi anyag tar-
talmuk helyezi az algakat el6térbe mas ipari mikrobakkal, illetve novényekkel
szemben. Hektaronkénti olajtermeld kapacitasuk jéval nagyobb (58.700 I/ha),
mint mas szarazféldon termelt haszonnévényé (kukorica:172 szbja:446, pal-
ma:5950 I/ha) [1].
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Kozmetikumok

JelentOs igény tapasztalhatd a tengeri élolényekbdl készitett termékek irant a
benniik Iévd vitaminok, antioxidansok és olajok miatt a kozmetikumok piacan
is. Felhasznaljak 6ket szappanok, testapolok, krémek, arc maszkok, pakolasok,
bortisztitdk készitésénél. A Chlorella vulgaris (Terebuxiophyceae, eukariota,
mikroalga) fajbdl eldallitott termékek ranctalanitd hatasa is ismert, mivel eldse-
gitik a kollagén termelését a bOrben, ezaltal serkentve annak regeneraldédasat,
hidratalodasat [8-10].

Elelmiszeripar

Taplalkozasi szempontbdl jelentds az algak esszenciadlis aminosav, fehérje, vi-
tamin, zsirsav, antioxidans és rost tartalma. Makro méret(i képviselGiket régota
hasznaljak salataként nyersen fogyasztva. Egyes fajok, mint példaul a Gracilaria
sp. (G. domingensis, G. birdiae)(Rhodophyta, eukariota) és a Laurenica sp.(L.
filiformis, L. intricata)(Rhodophyta, eukariéta) igen gazdagok tobbszordsen te-
litetlen omega-3 és omega-6 zsirsavakban, valamint megfelel6 proteinforrasok
a magas fehérje , illetve esszencialis aminosav tartalmuk miatt. A Sargassum
vulgare (Phaeophyceae, eukariéta, makroalga) fajt esszencialis aminosav tar-
talma miatt fogyasztjak el6szeretettel a keleti orszagokban. Napjainkban egyre
elterjedtebbé valik a mikroalgak étrend kiegészité kapszulaként val6 fogyaszta-
sa (Spirullina (Cyanophyceae, mikroalga), Chlorella) és természetes étel szine-
zOként torténd hasznalata [11-15].

Mezogazdasagi felhasznalas

Az allati takarmanyozasnal - hasonléan az emberi taplalkozashoz - fontos sze-
repet jatszanak az asvanyi anyagok, aminosavak, fehérjék, melyek mind meg-
talalhatdéak az algakban. A szojafehérjéhez képest az algak esszencialis ami-
nosav (metionin, treonin, valin, hisztidin) tartalma magasabb, valamint egyéb
amino-karbonsavak, illetve -amidok is megtalalhatdéak bennik, pl. Enteromorpha
(Ulvophyceae, eukariéta) esetén: szerin, aszparagin, glutamin, alanin, prolin,
tirozin. Felhasznalasuk torténhet kozvetlen etetéssel vagy a takarmanyba kiegé-
szitoként keverve.

A mezb6gazdasag tovabbi terlletein is felhasznaljak az algakat. Egyrészt szer-
ves tragyaként a szantéfoldekre kiszdérva, kiegészitve a szervetlen m(itragyakat,
ezzel csokkentve azok felhasznalt mennyiségét, valamint egyre elterjedtebb ha-
zankban is a lombtragyazas alkalmazasa. Ez elOsegiti a novények ellenalld ké-
pességének kialakulasat, jobb terméshozamok érhetbek el a hasznalataval. Mé-
rések szerint ndvekedett a hasznos nyomelem tartalom a termésekben azokhoz
viszonyitva, amelyeken nem hasznaltak alga kivonatot tartalmazoé lombtragyat
[14,16-20].

Gyogyszeripar

Bioaktiv anyagaik révén elGszeretettel alkalmazzak az algakat a gyogyszer eld-
allitdsokban is. Klorofill tartalmuk miatt (foként Chlorella vulgaris fajt) fekély
kezelésére alkalmas krémekbe keverik, el6segitve a bdr regeneralddasat. Ko-
reaban a népi gyodgyaszatban mar régota hasznalnak terapias kezelésre alga
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készitményeket. Az Uj gyogyszeripari alga kutatdsok szamos bioaktiv anyag fel-
fedezését tették lehetévé, melyek Uj gydgyszerek kifejlesztését segithetik el6
az elkdvetkezendd években. Antiallergén hatasuk mellet a kutaték vérnyomas
csokkentd (Ecklonia stolonifera: florofukofuroekol-A, dieckol), rak megeldz6,
gyulladasgatlé (Ulva laetuea: 3-0-B-D-glikopiranozil-sztigmaszta-5,25-dién) és
elhizas ellenes hatasokat tulajdonitanak az algaknak [23-24].

Kérnyezetvédelem (szennyviztisztitas, CO, felhasznalas)
Koérnyezetvédelmi fontossaguk és alkalmazhatésaguk abban nyilvanul meg, hogy
képesek kis molekulatomegl elemeket és ionokat felvenni, mint példaul nehéz-
fémeket és foszfort, illetve nitrogént elnyelni. Tovabbi nagyon jelentds felhasz-
nalasi terllet lehet a gyarak/erédmdlvek altal kibocsatott szén-dioxid megkotése
és abbdl hasznos biomassza tdmeg eldallitasa.

Ipari szennyvizek és kommunalis szennyvizek tisztitdsaban is hasznalnak alga-
kat. EIObbinél kitlintetett szereplik van a nehézfémek eltavolitasaban, utébbinal
a degradacio javitasaban, a CO, egyensuly beallasaban és a baktériumok oxigen
ellatasaban [25-26].

Kihivasok az alga biomassza eldallitasban

Az algak novekedéséhez nem sziikséges Osszetett tapkdzeg, néhany esetben
elegendd a tengervizet kiegésziteni szervetlen nitrogén (pl. m(itragya) és fosz-
for forrassal, valamint néhany mikro mennyiségben sziikséges tapkomponens-
sel. A tenyésztés a makroalgak esetében lehet tengervizben, az erémuivek altal
termelt szén-dioxidot felhasznalva szervetlen szénforrasként. A mikroalgaknal
viszont eldnydsebb az Ugynevezett Raceway tavak és fotobioreaktorok haszna-
lata. Egyik legnagyobb (izem, amely Raceway to kialakitast hasznal, az Earthrise
Spirullina farmja Kalifornidban. 108 hektaron, 30 toban tenyésztenek mikroalgat
élelmiszeripari célra. A kivitelezés lehet betonozott, foldbe vajt, esetleg fehér
féliaval bélelt recirkulaltatott csatorna rendszer.

Ezzel ellentétben a fotobioreaktorok egy zart csérendszert alkotnak. A csGatmé-
ré fontos szempont a fény hasznosulasanal, mivel annak behatolasa a biomasz-
sza tdmegbe fontos tényezd a ndvekedésnél. Mivel zart a rendszer, igy a nappali
orakban sziikséges h(itést alkalmazni, hogy az idealis 20-30 °C kozotti hOmér-
séklet fenntarthatd legyen, valamint a gazelvezetést gaztalanitdk beszerelésé-
vel kell megoldani. Azonos CO, felhasznalas mellett dsszehasonlitottak a két
szarazfoldi termelést. Mind volumetrikus termelékenységben (fotobioreaktorok:
1,535 kg/m3d; Raceway tavak: 0,117 kg/m3d), mind tertleti termelékenységben
(fotobioreaktor: 0,048 kg/m?3d; Raceway tavak: 0,035 kg/m?3d) a fotobioreaktorok
tlinnek hatékonyabbnak, de egyuttal koltségesebbnek is [1,28].

Kisérleteink és terveink

Az el6bbi 6sszefoglaldbodl jél latszik, hogy biomassza tomegik szamos fontos
ipari terlleten felhasznalhatd, ezért tlztik ki célul a hatékony, jol hasznosithato
algak elballitasat. Ennek okan beszereztiink 4, gyakran alkalmazott algatorzset:
egy Nannochloropsis sp.-t és harom Chlorella sp.-t. Céljaink kozt szerepel a
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gyljtemény kibdvitése egyéb, iparban hasznalatos fajokkal, példaul Spirullina
torzsekkel is.

Osszehasonlitd kisérleteket a Nannocloropsis fajjal, valamint két Chlorella vulgaris
fajjal (tihanyi és hamburgi izolatum) végeztink és a ndovekedésiiket vizsgaltuk
Uvegtestl asztali bioreaktorokban (B. Braun Biostat Q). A felvett ndvekedési
gorbék alapjan fajlagos szaporodasi sebességeket hataroztunk meg (3. abra).
Ez alapjan a tovabbi vizsgalatokat a tihanyi izolatummal tervezziik, mivel az jo-
val gyorsabban szaporodott a masik kettdhoz képest és a biomassza végtitere is
kozel duplaja lett (Nannochloropsis sp.: 0,21 g/L, Chlorella vulgaris (hamburgi):
0,23 g/L, Chlorella vulgaris (tihanyi): 0,37 g/L).

Osszehasonlitd fermentaciok
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3. abra. Mikroalga fermentaciok 6sszehasonlitasa. Spekrofotométerel 560 nm-nél
mért optikai denzitdas mérések eredményei.

A nagyobb sejttémeg elérése érdekében atmoszférikus valtoztatasok vizsgala-
tat tervezziik CO, adagolas és a levegdztetés térfogataramanak valtoztatasaval.
Heterotrof vizsgalatok mellett mixotrof kisérletek elvégzését is igéretesnek tart-
juk, mely esetben a heterotréf és az autotréf novekedési formak elényei kombi-
nalhatdak. Terveink kozott szerepel még a beltartalom (olaj, vitamin) meghata-
rozasa a nalunk fenntartott torzsekbdl és tartalmi valtozasuk vizsgalata az eltérd
kisérleti korilmeények kodzott.

Osszegzés

A felsorolt szamos példa jol illusztralja az algak széleskorl alkalmazasi lehetd-
ségeit. Ezek indokoljak, hogy mint ,platform éldlényt” a fehér biotechnoldgiai
kutatasaink keretein beldl tanulmanyozzuk és az alga el6allitas hatékonysagat
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fejlesszlik. A szerteagazo platform miatt a biofinomitd-koncepciéba térténd be-
vonasuk is megvaldsithatonak tlinik, hiszen ha a feldolgozasi mlveleteket meg-
feleld sorrendben végezziik, akkor egy maradéktalanul hasznosithatd, jol frakci-
onalt termékspektrumot lehet eldallitani, mikézben a technoldgidahoz sziikséges
energiat is részben vagy egészben szolgaltatja.
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l Konferencia hirek FEBS3+, Opatija

From molecules to life and back

FEBS 3+Meeting

OPATIJA, Croatia /13 -16 June 2012

BESZAMOLO A FEBS 3+ KONFERENCIAROL

Nagy sikerrel zajlott le a horvat, a szlovén és a magyar biokémiai egyeslletek
elsd ko6z6s nemzetkdzi konferenciaja, ami egyben a rendezd orszagok éves kon-
ferenciaja is volt, és a FEBS3+ program keretében elnyert palyazat tdmogatasa-
val valésult meg. A tobb mint 300 résztvevd gyonyord kornyezetben, a méltan
hires Opatijaban (Abbazia), az Adria kék vizében és a mediterran névényekben
gyonyorkoddve ismerhette meg egymas munkajat és épithetett ki egyittmiko-
déseket. Feltlinden sok fiatal vett részt, amit a FEBS az anyaorszagok egyesu-
letein keresztiil kiosztott utazasi tdmogatassal 6sztonzott. Az MBKE 15 fiatalnak
adott uti tdmogatast, akiket 44 palyazébdl valasztott ki az IB alapos mérlegelés
utan. A FEBS Science and Society Committee két el6adast szponzoralt: ,What it
takes to succeed in science — and how Europe’s institutions could help” (Gottfried
Schatz, Svajc) és ,Genetically modified plants - are they useful and safe?"(
Jacques-Henry Weil, Franciaorszag). A FEBS aktivitasat Prof. Israel Pecht fotitkar
ismertette Jerka Dumic horvat foszervezé megnyitéja utan, ahol a szervezOk a
résztvevd nemzetek dalait is megszolaltaté mlsorszammal is kedveskedtek.

A konferencia nyitd el6adasat Ada Yonath (Izrael) tartotta, aki két tarsaval egytt
kapott Nobel dijat 2009-ben a riboszéma térszerkezetének és m(ikodésének fel-
tarasaért. Plenaris el6adast tartott még Kai Simons (Németorszag), Josef Jiricny
(Svajc) és Sandra Orsulic (USA). A tudomanyos program igyekezett lefedni a
biokémia és molekuldris bioldgia mindazon tertleteit, melyeken a hdrom orszag
kutatdcsoportjai nemzetkdzi szinvonall eredményeket mutatnak fel. 35 tudo-
manyos eldadas (meghivasos alapon) és 43 roévid (10 perces) eléadas hangzott
el - utdbbi foként a benyujtott absztraktok alapjan kivalasztott fiatal tuddsok
eldadasaban - a kovetkez6 szekcidkban: Structure and Function of Proteins,
Membrane Structure and Function, Cancer Biochemistry, Molecular Interaction
and Communication, Lipidomics, ImmuZnity and Inflammation, Transporters,
Molecular Signaling, Molecular Basis of Disease and Therapy, Plant Biochemistry,
System Biology and Informatics, Metabolism, Genomics, Regulation of Gene
Expression. Az el6adasok mellett a résztvevék mintegy 150 posztert tekinthet-
tek meg, ami szintén kivald lehetdséget nyujtott a fiatalok eredményeinek meg-
vitatdsara szélesebb szakmai kdzonség el6tt. A kiallitasi csarnokban kilénb6z6
cégek mutattadk be termékeiket.
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FEBS3+, Opatija

A konferencia keretein belll kerilt atadasra
a magyar Bio-Science Kft. altal meghirdetett,
az elmult év legjobb molekularis bioldgiai té-
maju kozleményének szerzbje/szerz0i részé-
re kiirt dij, amelyet Csépanyi-Kémi Rolandnak
(SOTE Elettani Intézet, Budapest) itélt egy-
hangu szavazas alapjan az MBKE IB. A dija-
zott didaktikus el6adast tartott ,ARHGAPZ25,
a novel Rac GTPase-activating protein,
regulates phagocytosis in human neutophilic
granulocytes” cimen. A beérkezett palyam(-
vek listajat lasd kilon irdsunkban.

EIményekben gazdag utazast tehettek a részt-
vevok nemcsak ,From molecules to life
and back”, hanem a péntek délutani isztriai
kirandulds keretében is, ahol a vidék latni-
valdival, kultarajaval és kulinaris élvezeteivel
is megismerkedhettlink. A banketten kivalé

helyi zenekar és a tancos labu, rendkivil baratsagos horvat szervez6csapat biz-
tositotta az emelkedett hangulatot és hajnalig tartd kozos vigadast.

XXXVI.

"+ Mintaszerlen megrendezett
konferencia, tartalmas prog-
ramok, barati |égkor - mindez
gyonyord kornyezetben, nya-

rias id6ben... Koszonjlik a hor-
. vat szervezbknek a sok mun-
kat, reméljik, lesz folytatas
akar Opatijaban, akar mashol!
I A konferencidan készilt fotdk
megtekinthet6k az egyesliilet

honlapjan.
Sziics Maria
a Biokémia ujsag
fészerkesztoje
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,GYOGYSZERKUTATAS ES FEJLESZTES MAGYARORSZAGON 2012”

Magyar Biokémiai Egyestilet Gydgyszerbiokémiai Szakosztaly
MAGYQSZ Innovativ Gyogyszerek Kutatasara Iranyuld
Nemzeti Technoldgia Platform

Balaton6szod
2012. majus 21-22.

Osszefoglal

A globalis gyodgyszeripari kutatas-fejlesztés jelenleg komoly valsagban van. Az
altaldnos gazdasagi recesszid kihatasaként vilagszerte leépitések tapasztalhatdk
a gyogyszeripari vallalkozasok K+F tevékenysége teriletén. Ez a trend termé-
szetesen érvényes az EU-ra és ezen belll hazankra is. Az utébbi években fel-
gyorsult a hazai gydégyszeripari K+F kapacitasok leépitése.

Itthon a hazai trendek mogott a Munkaértekezlet tobb tényez6t definidlt, melyek
egyidejlileg hatnak:

» a tarsadalombiztositasok koltségvetése elérte az orszagok teljesitoképesség-
ének hatarat

e az egészségbiztositas rendszere globalis kihivasokkal kell szembenézzen: el-
oregedo

e tarsadalmak alacsony reprodukcidval

e a gyodgyszerkutatas eddigi tizleti modellje (blockbuster) fenntarthatatlan

e a generikus nyomas kiszoritja a szerepl6ket a piacokrdl és a validalt célpont-
okrol

e a gyodgyszerkutatas XX. szazadi tudomanyos paradigmai megkérdéjelezédtek

Ezen trendek nyoman a Munkaértekezlet szerint az alabbi, a gydgyszerkutatast-
és fejlesztést éget6 problémak varnak megoldasra( konszenzus pontok):

« Egylttmi{kodés hianya
o Egyetemek kozott
o Akadémia-ipar kozott
o Nemzetkdzi téren (pl. EU projektek)
o Ipar-KKV koézoétt
o KKV-k egymas kozott (1)
» Kiszamithatatlansag
o Gazdasagi feltételrendszer gyakori valtozasa
o Jogi szabalyozas gyakori valtozasa
o Palyazati rendszer
» Valtozd koncepcid
» Valtozé finanszirozasi elvek, magas 6nrész
» A gydgyszerkutatds szamara rovid palyazati ciklusok
» Birokratikus Gigyintézés
» ,Megélhetési” palyazatok nincsenek kiszlrve (kontroll). Ez
szOkiti az etikusan viselked6 palyazék lehetdségeit, forrasait
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e Oktatas
o Gyogyszeriparra célzott oktatas hianya
o Manager/UF kompetenciahidny
o Nyelvtudas még mindig gyenge
o JOovOkép
o Stratégiai tervezés altalaban hianyzik
o Személyes jovOkép hianya, etikai, értékrendi problémak az utanpot-
lasnal
e Pénzlgyi — palyazati problémak
Piac alapu kutatasfinanszirozas hianya
Kockazat megértés és kezelés hianya
Altalanos tokehiany
Agazati elvonasok
Az Open Innovation itthon inkdbb csak PR mint valdsag

0O O O O O

Tovabba:

e Kevés a jo mindségl projekt

» Kritikus tdmeg tovabbra sincs meg a vallalkozasok tébbségénél

o A Széll Kdlman 2.0 verzid altalanos gydgyszeripari feltételrendszere kihatasa-
iban szOkiti a gydgyszeripari K+F+1I finanszirozasi lehetdségét (lasd: elvonasok,
arszabalyozas stb.)

» Az egyetemi technoldgiai transzfer irodak tevékenysége még mindig nem op-
timalis

A f6bb megoldasi javaslatok kdzott (konszenzus pontok) szerepeltek:

» Helyes dnismereti szemlélet erOsitése és fokusz a felismert erisségekre

o EgylttmUkddések bovitése (hazai és nemzetkdzi projektbe torténd integra-
ci0) részben rasegitd palyazati forrasok révén, networking

e Nyilt innovacié szemléletének (egyltttmikodés, jogok és eredmények meg-
osztasa) és gyakorlatanak terjesztése

o Acélzott, gydgyszeriparnak megfeleld képzésiformak (szak- ésmanagerképzés)
és palyazati lehet6ségek kialakitasa, a szakkompetencidk kidolgozasa

o M(kodod toke intenziv bevonasa, egyedi finanszirozasi megoldasok (pénzigyi
szektor),

» batrabb sajat kockazatvallalas

A transzferirodak mUikddési hatékonysaganak fokozasa

Hazai palyan mikddo vallalkozasok allami (rész)tdmogatasa
»,Gyogyszerkutatasi Kéztanacs” létrehozasa

Gyogyszer/Transzlacidés Kutatasi Intézet felallitdsa (PPP projekt formaban)

Dr. Keserii Gyorgy Dr. Vas Adam
MBKE MAGYOSz
Gyogyszerbiokémiai Szakosztaly Tudomanyos és Mdészaki Bizottsag
EInok EInok
BIOKEMIA
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EGY HETEN AT SZEGED A NOBEL-DIJASOK VAROSA VOLT

Mottd: ,Az elsé generacio felejt, a masodik elfelejt, a harmadiknak mar
eszébe sem jut...”
(Sandor Gyérgy humoralista)

A Szegedi Tudomanyegyetem, kiilondsen annak Orvostudomanyi Kara az elmult
évben sokat tett azért, hogy Sandor Gyorgy fenti, borus joslata nehogy valdsag-
ga valjék, amikor Szent-Gyorgyi Albert, az egyetem egykori rektora 1937-ben
elnyert orvosi-élettani Nobel-dijanak 75 éves évforduldjara szamos Nobel-dijas
részvételével rendezett konferencia csokorral emlékezett.

K6z0s elhatarozassal, az anyagi és szellemi forrasok egyesitésével, az évente
Szegeden szokdasos 5-6 nemzetkozi konferencia 0sszevonasaval, olyan méret(
és sulyu orvos-bioldgiai konferencia csalddot szervezett 2012. marcius 22 és 25
kozott, mely elérte, meghaladta azt a kritikus tomeget, amely koré keretként
sikerrel lehetett meghivni kilenc Nobel-dijas tuddst.

A rész konferenciak 6nmagukban is jelentds eseményei voltak a nemzetko6zi kar-
dioldgia, gasztroenteroldgia, immunoldgia és gyulladas, molekularis bioldgia és
genetika, idegtudomanyok, valamint a tuberkuldzis kutatdék kézdsségeinek.

A meghivott és a meghivast elfogadé Nobel-dijasok, a dij elnyerésének idérendi
sorrendjében:

Andrew V. Schally, élettani és orvostudomanyi Nobel-dij 1977, az agy
peptidhormon termelésének megismeréséért,

Robert Huber kémiai Nobel-dij 1988, a fotoszintézis reakcié centrum ha-
romdimenzids szerkezetének megismeréséért,

Bert Sakmann élettani és orvostudomanyi Nobel-dij 1991, a sejtek egyes
ioncsatornainak funkcionalis jellemzéséért,

Eric Wieschaus élettani és orvostudomanyi Nobel-dij 1995, a korai emb-
rionalis fejlddés genetikai szabalyozasanak megismeréséért,

Peter C. Doherty élettani és orvostudomanyi Nobel-dij 1996, a sejtkoz-
vetitett immunvédelem specifitdsanak leirasaért,

John E. Walker kémiai Nobel-dij 1997, az ATP szintézis enzimatikus me-
chanizmusanak feltarasaért,

Tim Hunt élettani és orvostudomanyi Nobel-dij 2001, a sejtciklus szaba-
lyozas kulcslépéseinek leirasaért,
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Aaron Ciechanover kémiai Nobel-dij 2004, az ubikvitin medialt fehérje
lebontas felfedezéséért,

Ada E. Yonath kémai Nobel-dij 2009, a riboszomak szerkezetének és
funkcidjanak megismeréséért.

A konferencia résztvevoi meggy6z0dhettek arrol, hogy a Nobel-dijas meghivot-
tak milyen nagy respektussal viseltetnek Szent-Gyoérgyi Albert szakmai ered-
ményei mellett emberi kvalitasai, polgari helytallasa, példamutatd tarsadalmi
felel6sségvallalasa irant.

Fontos eleme volt a konferencianak, amikor 600, korabbi tanulmanyi eredményei
alapjan kivalogatott kdzépiskolas Szegedrdl, a Dél-Alféldrol és a hataron tuli dél-
vidéki iskolakbdl nyilt férumon talalkozhatott a Nobel-dijasokkal, akik kdzvetlen,
jo hangulatu beszélgetés keretében, olykor egymassal is vitaba szallva cseréltek
gondolatot a fiatalok tudomanyos, kutatdi érdekl6désének felébresztésérol, a
tehetségek megtartasardl és a tuddsok szerepérdl a modern tarsadalmakban.
Tdbben a vendégek kozil a konferencia el6tti vagy utani napokban szegedi ko-
zépiskolakban tartottak eldadasokat, szakkori foglalkozasokat, valdszinlleg élet-
re szolo élményt nyuljtva a természettudomanyok irant érdekldd6 diakoknak.

A konferencia csokrot szinvonalas kiallitasok, kulturalis, tarsasagi, kulinaris és
boraszati rendezvények, bemutatok kisérték, melyek a sajtd kiemelked6 érdek-
|6dése, korrekt tajékoztatasa révén hozzajarultak a Szegedi Tudomanyegyetem,
Szeged és Magyarorszag pozitiv bemutatasahoz, oktatasi nevelési célkitlizéseink
sikeres megvaldsitasahoz.

Dr. Dux Laszloé
Tanszékvezeté egyetemi tanar
SZTE AOK Biokémiai Intézet
Szeged
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42. MEMBRAN-TRANSZPORT KONFERENCIA, SUMEG

A konferencia idén majus 15-18. kozott kerillt megrendezésre, a hagyomanyok-
nak megfeleléen Simegen. Az idei talalkozé abbdl a szempontbdl volt kildnle-
ges, hogy az els6 tudomanyos 0sszejovetel megszervezésére éppen 40 évvel
ezeld6tt, 1972-ben kertilt sor. Ennek szellemében a konferencia nyitdonapjan Prof.
Somogyi Janos, a valasztmany 6rokos tiszteletbeli elndke tartott eléadast ,40
éve az interdisciplinaritas szolgalataban” cimmel.

Ezt kovetben kerilt sor a Romhanyi és Kovacs Tibor dijak atadasara. Az idei
Romhanyi dijas Németh Péter volt (Pécsi Tudomanyegyetem KK, Immunoldgiai
és Biotechnoldgiai Intézet, Pécs) aki, Molekularis kélcsénhatasok a bioldgiai sza-
balyozasban” cimmel tartott el6adast. Ezutan a két Kovacs Tibor dijas kovetke-
zett: Margittai Eva (Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest)
~Hidrogén-peroxid, egy prooxidans az oxidativ fehérje tekeredésben”, illetve Li-
zak Bedta (Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest) ,Mindség-
ellenbrzés az endoplazmas retikulumban” cimmel tartottak el6adast.

A tovabbi el6adasok hat szekcidban =zajlottak: jelatvitel, ioncsatornak,
membranlipidek és szignalizacid, citoszkeleton és sejtmembran, apoptdzis és
mitokondrium, valamint modern membranbiofizikai vizsgald mddszerek téma-
korokben, 29 hazai kutatd prezentalasaban. A témak sokoldallsaga biztositotta
azt, hogy a hagyomanyoknak megfeleléen a membran-transzport konferencia
a sejtbioldgia, biofizika, élettan, biokémia és molekuléaris bioldgia interdiszcip-
lindris seregszemléje legyen. Igen 6rvendetes volt a Ph.D. hallgaték és a tudo-
manyos diakkoros hallgatok részvétele is a konferencian, akik barati Iégkorben
vitathattak meg eredményeiket a szakma jeles képviselGivel. A konferencidanak
ez utdbbi erényét mindenképp érdemes kiemelni, a meglehetésen személytelen-
né valo gigantikus konferencidkhoz képest feliidilést jelent egy kisebb méretd,
szakmai eszmecserékre és kapcsolatok épitésére alkalmasabbnak t(in6 6sszejo-
vetel. Az el6adasok utani élénk vitak hlen tikrozték a tudomany sokoldallsagat
és a kritikus gondolkodas szikségességét hangsulyoztak és mutattak be a fiatal
kollegak szamara.

A fiatal kutatdok szerdan és cslitortokon a poszter szekcioban mutatkozhattak be.
A szenior kutatokbdl allé poszter zsiri javaslata alapjan a legjobb posztereket
ebben az évben Barték Adam (Debreceni Egyetem OEC), Boldizsar Ferenc (Pécsi
Tudomanyegyetem KK), Boratkd Anita (Debreceni Egyetem OEC), Keller-Pintér
Anik6 (Szegedi Tudomanyegyetem), Kolozsvari Bernadett (Debreceni Egyetem
OEC), Pribér Janos (Pécsi Tudomanyegyetem AOK) Sipos Adrienn (Debreceni
Egyetem OEC), valamint Téth Jozsef (Semmelweis Egyetem) mutattak be. A
tobb mint 80 poszter kozll kivalasztott nyertes posztereket el6adas formajaban
is prezentaltdak a szerzdk kozvetlenll a konferencia zarasa el6tt. Az el6adasra
torténo felkészilésre hagyott révid ido ellenére szinvonalas eldadasokat hallhat-
tunk, mindenki megelégedésére.

A tudomanyos programon kiviil természetesen a membran-transzport konfe-
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renciak vonzereje a helyszint adé Hotel Kapitany és a kapcsolddé egyedi prog-
ramok, példaul a Simegi Varjatékok. A tébb mint 200 regisztralt résztvevd jo
hangulatban, kotetlenll beszélgethetett a kdzépkori lakoma vagy a mini bor-
fesztival soran. E programok feltételét a szponzorok biztositottak, sikeres meg-
szervezésiket pedig a Remedicon Kft. és a Hotel Kapitany személyzete végezte
hibatlanul.

A szervezOk nevében:

Panyi Gyorgy
) egyetemi tanar
DE AOK Biofizika és Sejtbiologiai Intézet
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BESZAMOLO A PEPTIDKEMIAI MUNKABIZOTTSAG 2012. EVI
ULESEROL

Az MTA Szerves és Biomolekularis Kémiai Tudomanyos Bizottsag keretében mi-
kodo Peptidkémiai Munkabizottsag immar hagyomanyosan Balatonszemesen a
Richter Gedeon NyRt. Gdul6jében tartotta éves Glését majus 30. és junius 1. ko-
zOtt. A kozel 80 résztvevo 42 el6adast hallgathatott meg, amelyek bemutattak a
hazai peptid- és fehérjekutatas legfrissebb eredményeit.

Az el6adasok olyan fontos betegségek diagnosztikai és terdpias lehetdségeit
érintették, mint a rak, az autoimmun betegségek és az Alzheimer-kér. Szamos
el6adas hangzott el a célzott tumorterapiaval kapcsolatban, amelyre ugy tekin-
tenek, hogy jelentds attorést hozhat a rak gydgyitasaban. Az el6adék (MTA-EL-
TE Peptidkémiai Kutatocsoport, Orszagos Onkoldgiai Intézet, Semmelweis Egye-
tem, Genetikai Sejt- és Immunbioldgiai Intézet) eredményei bizonyitottdk, hogy
a peptideket sikeresen lehet alkalmazni a gydgyszermolekulak iranyitott célba
juttatasara, ezaltal csokkentve a hatdanyagok toxikus mellékhatdsait. Biztato
kisérletekr6l szamoltak be azok a kutatok (ELTE Immunoldgiai Tanszék, MTA-
ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport), akik autoimmun betegségek (pl. rheumatoid
arthritis, szisztémas lupus erythematosus, sclerosis multiplex) korai felismeré-
sére alkalmas diagnosztikai kittek kifejlesztésével foglalkoznak. Azonban itt még
a vizsgalt betegszam nodvelése sziikséges ahhoz, hogy a pozitiv eredményeket
alatdmasszak. Penke Botond professzor (SZTE, Orvosi Vegytani Intézet) nagyon
érdekes el6adast tartott arrél, hogy megallithaté-e az amiloid és prion beteg-
ségeknek a sejtrél sejtre terjedése. Ezutan Martinek Tamas (Bay Zoltan Alkal-
mazott Kutatdsi Kozalapitvany-BAYGEN, Szeged) a beta-amiloid oligomereket
felismerd, és ex vivo semlegesité foldamer-dendrimer konjugatumokrol, mint az
amiloid betegségek potencialis gydgyszereir6l beszélt.

Az (lésen szamos, a peptidek és fehérjék szerkezeti €s biokémiai hatasok vizs-
galatara alkalmas maddszert is bemutattak a résztvevdok. Igy tobbek kozott NMR,
ECD, VCD és a rontgenkrisztallografia modern szerkezetkutatasokban jatszott
szerepérodl esett sz6, a fehérjék proteomikai meghatarozasanak lehetdségeivel,
tovabba in vivo fluoreszcens és biolumineszcens optikai imaging mddszer alkal-
mazasaval és sejtélettani folyamatok kovetésére alkalmas impedimetriai mod-
szerekkel ismerkedhetett meg a hallgatosag.

Immar hagyomannya valt, hogy a Munkabizottsagi Ulésen egy tapasztalt kolléga
osszefoglalot tart munkassagarol, és olyan szintetikus problémakat is bemu-
tat, amely tanulsdgos lehet a fiatalok szamara. Idén Téth Gabor (SZTE, Orvos
Vegytani Intézet) , Peptidektdl a mddositott peptidekig” cimmel tartott eldadast,
amely izelitét adott a gliko- és foszfopeptidek szintézisének nehézségeirdl és
azok megoldasardl. Szintén hagyomanyosan egy meghivott el6ado vitaindito el6-
adast tart érdekes peptid-, fehérje biokémidval 6sszefiiggd problémardl. Ebben
az évben Pal Gabort (ELTE, Biokémiai Tanszék) kértik fel eléaddnak, aki nagyon
érdekes, gondolatébresztd eldadast tartott ,Gydgyszercélpont szerin proteazok
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gatlasa evolvalt kanonikus inhibitorokkal - vajon a kulcs-zar modell itt mennyire
alkalmazhaté?” cimmel.

Mivel a palyaztatok egyre inkdbb megkovetelik a beszamoltatdsok soran a ki-
sérletek és eredmények dokumentalasat, ezért hasznos lehet a Sysment Kft.
Sysment Notebook elektronikus jegyzOkdényv programcsomagja, amelynek be-
mutatasara szintén lehetfséget biztositottunk.

Az Munkabizottsagi Ulést kidllitdk is szinesitették, akik egyben szponzoraltak is
az eseményt. A szponzoroknak (Alapitvany a Magyar Peptid- és Fehérjekutata-
sért, Richter Gedeon Vegyészeti Gyar Nyrt., ABL&E-JASCO Magyarorszag Kft.,
Gen-Lab Kft., Kvalitex Kft., LAB-EX Kft., Merck Kft., S-Biotech Kft., Sysment Kft.,
Uratim Kft.) ez Uton is koszonjlk a tamogatast, amely hozzajarult az Glés magas
szinvonalu lebonyolitdsahoz.

A Peptidkémiai Munkabizottsag nevében:

Mezo6 Gabor Szabo Ildiko
elnok titkar
BIOKEMIA
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|:| MBKE Jelatviteli Szakosztalyanak III. Konferencidja

A MAGYAR BIO,KI'EIV!IAI EGYESULET JELI:\TV,ITELI SZAKOSZ-
TALYANAK III. KONFERENCIAJA

Bellevue Konferencia és Wellness Hotel, Esztergom Bubanatvolgy
2012. oktéber 4-6.

Tisztelt Kolléga!

Orémmel jelezziik, hogy a Magyar Biokémiai Egyesiilet Jelatviteli Szakosz-
talya Esztergomban rendezi meg III. Konferencidjat. A konferencia helyszine a
Bellevue Konferencia és Wellness Hotel.

A Jeldtviteli Szakosztaly elnbke Gergely Pal, tarselndke Buday Laszlo.

A konferencia szervez0 bizottsdga Buday Laszlé, Erdédi Ferenc, Hunyady Laszlo,
Sarmay Gabriella, Simegi Balazs, Vértessy Beata és Vigh Laszld

A konferencian el6adassal, illetve poszterrel lehet részt venni. A szervezdbi-
zottsag a beérkezett el6adas-kivonatok alapjan - figyelembe véve a lehetséges
el6adasok korlatozott szamat - szerkeszti meg a végleges programot. A poszte-
rek esetében varhatdéan minden szakmailag megalapozott jelentkezést el tudunk
fogadni.

A konferencia felhivasa, illetve minden tovabbi informacid - bejelentkezési le-
hetoséggel — az Egyestlet honlapjardl (http://www.mbkegy.hu) vagy a szervez6
iroda web-oldalarél (http://chemolcongress.hu/rendezveny/47) érheto el.

A rendezvény végleges programjat és az eldadasok/poszterek osszefoglaloit a
konferencia programflizete fogja tartalmazni. Ugyanakkor az aktualis informaci-
o0k, esetleges valtozasok az egyesiilet, illetve a szervezd iroda honlapjan folya-
matosan elérhetdk lesznek.

Amennyiben felkeltettlik érdeklodését, kérjik, hogy bejelentkezését, illetve ter-

jalius 15-ig kildje el.

Kérjik tovabba, hogy az érdeklodd kollégak figyelmét sziveskedjen felhivni a
konferenciara.

Budapest, 2012. majus 29.
Barati Udvozlettel a szakosztaly vezetése

Gergely Pal Buday Laszlo
DE OEC Orvosi Vegytani Intézet MTA TTK Enzimoldgiai Intézet
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iubmbafebs
Sevilla 2012

IUBMB
FEBS

From Single Molecules

§ To Systems Biology

o < 9
\/
IUB\IB? SE'BBM @
WNdd,dS @ ©
A e
Infernational Union Sociedad Espafiola Federation of European
of Biochemisiry de Bioquimica vy Biochemical Societies
and Molecular Biology Biologia Molecular

www.iubmb-febs-2012.0org

Sevilla, Spain * September 4 -9, 2012
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GRAF LASZLO: AZ INTEZET (1965)

Reggel tizkor ébredt. Meghagyta, hogy ne ébresszék. Ameddig alszik, alszik.
Amit atalszik, azt nem vehetik el téle, az az 6vé. Végre felkelt, elhizta a flig-
gonyt, és mint valami sulyos gyapotbala, radoélt a szerda délel6tt. Eszébe jutott
az Intézet, és a fali tikorben latta, hogy 6sszerancolddik a homloka.

Az els6 megallét gyalog tette meg, a masodikat Iépésben. Nem sietett, harapta
a kodot, mint a vasari ember palcikara csavart cukorvattajat.

Az Intézetbe pontosan tizenegykor |épett be. Ett6l nem térhetett el. Az iratlan
szabalyok mint valami magia hatottak itt, és a centrifugazimmogés megfogha-
tatlan szovetében pdkhaldként feszilt a rend.

Régebbi idobdl tudta, hogy reggel hétkor jon a mosogatd és a takaritdnd, nyolc-
kor a Laborans, kilenckor a Tanarsegédek, féltizkor az Adjunktus, tizkor a Pro-
fesszor és tizenegykor 6, a Szaklaboros. A késdnjovés itt tudomanyos fokozat,
itt csak az késhet, aki tud.

A Tanarsegéddel, akivel egyitt dolgozott, jol kijott. Kozéptermetl, erds allkap-
csu fil, ha 6sszeszoritotta a fogait —gyakran allt igy leengedett cigarettaval a
pH-stat elott- az arca kemény elszantsagot tikrozott. A Szaklaboros hajlamos
volt elhinni, hogy jé baratok. Szerelmi kalandokat meséltek egymasnak, s a
munka sodraban, k6zos varakozasok miiszerketyegésre hangolt izgalmai kdze-
pette néha odaig fajult kettejik kapcsolata, hogy bizonyos nétakat egyttt éne-
keltek. A Tanarsegéd feldobott egy dallamot és 6 megvarialta. Cili, a Laborans,
ha éppen ott volt, rafindlt csigakba csavart hajtornya aldl bantéan nevetett.
Ilyenkor a Tanarsegéd restelkedve elhallgatott és cigarettazott. Cili civilben egy
fodrasz szalon modellje volt. Délutan négyig azonban rendszerint krumplicukor-
szer( vegyszerdarabokat kopogtatott egy hatalmas porceldnmozsarban. A Szak-
laboros néha segitett, bar jobban szerette valamilyen tavoli zugbdl nézni, mint
verg6dik a buzogany hosszu, fehér ujjai sikos szoritasaban. Altalaban szerette
tekintetével simogatni a kdrnyezetét, a sz6ke, sietéstdl kicsit mindig elérehajld
TanarsegédnoOt, az Adjunktust, aki bal kezét mint valami becses mitargyat iro-
asztala mappajan pihentette, mig a jobb lustan lapozta, csusztatta, ropogtatta
a fényes fotokdpidkat.

Taldlkozasuk ritka perceiben egyedil a Professzor torte at furcsa, tlizel6 egyé-
niségének torpeddrombolasaval a Szaklaboros békés, egocentrikus vilagat. A
kifejezés valdjaban talald, a Professzor leginkabb egy torpeddhoz hasonlitott.
Megmagyarazhatatlan bels6 nyugtalansag hajtotta egyik laborbdl a masikba, és
ha valaki netan olyan tGgynek akarta megnyerni, ami éppen nem foglalkoztat-
ta, elemi erdvel tort ki bel6le a tlirelmetlenség. Még novemberben ismertette a
Szaklaborossal a Témat, idegesen toporgott két laborasztal kdzott, szaraz szdja
sarkaban nem parazslott, valdsaggal langolt a cigaretta. A Szaklaborosnak ugy
tlint, hogy beszéd kozben is dllanddan harapja magaba a flstot, érdes, dohany-
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szagu, derékbaszippantott szavai 6t is lazba hoztak.

A Szaklaboros végeredményben a Tanarsegéd témajabdl kapott egy darabot,
érdekelte. A Témat 6nallé egésznek képzelte, és megfertézte a becsvagy nevl
betegség, melynek kérokozédja valésaggal hemzsegett a levegbben. Belevetette
magat a munkaba...

Egy bizonyos Anyagot kellet volna allanddan h(it6tt cs6 pépes toltetén szétva-
lasztania. Az oszloprél tdvozé Anyag eloszlasat egy irdszerkezet rogzitette vol-
na szlntelentl forgd papirtekercsen. Feladata csak annyi volt, hogy felvitte az
Anyagot az oszlopra és cserélte a jeget a termosztatban. A dolgot egyszerilinek
és mégis érdekesnek gondolta, mert a gorbék alakjabdl fontos kérdésre vart
valaszt.

A baj ott kezd6dott, hogy az oszloprdl egyaltalan nem jott le az Anyag. ElGszor
a toltetre gyanakodott, raeresztette a sooldatot, elGiras szerinti sebességre allt
és vart. Es cserélte a jeget. El6szor egy zsakban torte sulyos fakalapaccsal apro
darabokra, de amikor a zsak jégbe kerilt foszlanyai eltomték a jaratokat és
racsavarodtak a termosztat szivd propellerére, pléhedényben kezdte csapkodni
a jégtablakat. A varvavart Anyag azonban nem hagyta el az oszlopot, a mu-
tatd unalmas piros-kék, piros-kék végtelent rajzolt a draga papirtekercsre. Az
els0 hetekben szivdsan és szisztematikusan dolgozott reggel kilenctdl este ha-
tig. El6szor az oszlopot készitette el, duplafall Gveghenger volt, a belsd csében
Ulepitette a toltetet, tgyelve, hogy mindig legyen folyadék felette. Két érat is
vart, mig beallt az egyensuly az oldattal, aztan telehordta jéggel a termosztatot,
beinditotta a motort, megszivta a nyomdcsovet - fogaba tépett a hideg - majd
rahlzta a h(it6kdpeny alsé kimenetére. Az Anyagot vékony pipettaval rétegezte
a toltet folé, vart, hogy beigya az oszlop, aztan dvatosan a pépes toltetre eresz-
tette a mosofolyadékot.

Otmilliliteres csdvecskékbe gyljtétte a frakcidkollektor az atpréselédé levet, fur-
csa kettyenéssel fordult a kerék, ilyenkor ¢sszecsOrrentek a csovek, a billego
mutatd pedig valtakozd irogépszalagokon kipdtydgte a végtelent. Nem tudott
egy helyben maradni, izgett-mozgott, millié ttleten torte a fejét, kilénb6dzo ja-
ratokat taposott ki maganak a Labor 0sszevisszasagaban, maniakusan rétta be-
idegzett 0svényeit centrifugak és spektroszkdpok dzsungelében, és két percen-
ként visszatért a m(iszerablakhoz, amelyen kddoés foltokban kondenzalt meleg
lehelete.

Gyongyo6zo6tt az oszlop, a szanakozas egyforma kénnycseppjeit buggyantotta a
szivornyaba a tefloncs6 vége. Folyt a mosdlé, mint a vér. Es ez igy ment naprol-
napra. Nyolcra majd hétre jart be, és még este kilenckor is rezgett a pléhlavér
sulyos kalapacsa alatt. Zavart szempar b(ivélte az UV-rekorder rajtvonalon bil-
legd mutatdjat, de az konokul kitartott. Fél tizkor telefonaltak a portardl, hogy
rovidesen leoltjak a villanyt, kikapkodta a villasdugdkat és ment.
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Senkit sem lehetett azzal vadolni, hogy belehajtottdk a dologba. A Professzor
nem vart gyors eredményt, és egyaltalan vart-e eredményt? Gyors vizitjei, mint-
ha csak valamilyen tehetetlenség lenditette volna a szomszédos laborbdl sulyo-
sabb problémak mell6l, szelet kavartak, tétova kérdései nyomaban hamu szallt
a levegbben. A Szaklaboros magaban a Tanarsegédet okolta a tempodért. Ez a
félreértés kezdetben éket vert kozéjlik és megzavarta az esti duetteket. Tény,
hogy a Tanarsegédnek voltak gesztusai, amelyekkel szitotta a tlizet, de ezek
semmiképpen sem kotelezhették a Szaklaborost ekkora erdfeszitésre. Inkabb
csak arrél volt sz, hogy értelme nem tudott Iépést tartani fantasztikus akara-
saval, és ez feldihitette.

Csakazértis.

A dih tulajdonképpen célpont nélkili volt. Gy(lolte a Készliléket, az Intézetet,
a Témat, a Diplomat. A negyedik hét végén jégpifolés kdzben hirtelen atvillant
az agyan, mi lenne, ha két kézre fogna a fakalapacsot, orditva ravetné magat
a frakcidkollektorra és szétverne mindenkit, aki védelmére kel. Persze ez csak
t(ind indulat volt. Tulfeszitett idegszalai gyakran rezonaltak fals hangokra. Mas
témardl valdjaban hallani sem akart, szerette a késziiléket, a hét percenként
zokkend kollektort, a konok mutatét, a h{tokopeny hideg-nedves tapintasat.
A dolgok monoton reménytelensége néha sajatos mdédon Reményt ébresztett
benne. Fantasztikus, hogy az emberi lélek milyen anyagiatlan kitartassal tudja
magabdl kitermelni ezt a szertearado, stimulald érzést, a Reményt.

A Szaklaboros hegyesnél hegyesebb csucsokrél, nyalcsorogva végiglapozott
amerikai reklamflizetek eszményi kromatogramjairdl almodott. HosszU ideig
minden naptdl azt a megvaltd percet varta, amikor sziszegve, mint valami flirge
sikld, kiszalad a mutatd balra, aztan eldkel6 mértéktartassal, kellemes ivet ka-
nyaritva a papiron, visszatér eredeti helyére.

A Szaklaboros mar régen nem borotvalkozott, nem evett és keveset aludt. A be-
széde zavart lett, a hangja fatyolos, szeme szilirke gédrében furcsa tlizek égtek.
Baratai sorra elmaradtak, banté megnemértés gy(r(izott korildtte. A lany, akit
szeretett és akivel mar csak este tiz utan talalkozhatott, egyszerlen otthagyta,
mert nem lehetet vele masrdol beszélni, mint a kollektorrél, az Eredményeirdl,
amik még varatnak magukra, de mar nem sokaig.

A varakozas allando idegfesziltségében élt, nézte a mutatot és apritotta a je-
get... Csak még egy o6ra, csak még néhany perc... és az oszlop, mint valami bu-
vOpatak nyelte az Anyagot.

1964. december 15-én délutan 6t éra hat perckor csoda tértént. A professzor
a Tanarsegédet és a Szaklaborost egymas karjaiban talalta. A késziléken kil6-
ndsebb elvaltozas nyomai nem voltak lathatdk, a szivornyaba ugyanolyan kézo-
nydsen hullottak a cseppek, mint a hédnap annyi mas napjan, kettyenve fordult
a frakcidkollektor, a hltdvizben buborékok szalltak... A mutatd akkor hatvanason
allt, és sirt a Szaklaboros. Ezt kévetben két napig nem dolgozott. A harmadikon
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nekilatott, hogy megismételje a Kisérletet. Biztositotta az azonos koérilménye-
ket, felvitte az Anyagot és leélegzetvisszafojtva figyelte az UV-rekordert. De a
mutatdé aznap néma maradt. Es negyed- és 6tddnap is csak unalmas, egyenes
palyajat rétta a végtelen papiron, semmi jelét nem adva annak, hogy emlékez-
nék a december 15-i kalandra.

A Szaklaborosban akkor mintha megszakadt volna valami. Kilencre, majd tizre,
aztan tizenegyre kezdett jarni. Megborotvalkozott, viccet mesélt és nevetett,
Oleld karjaiba visszafogadta a hétkdznapok kényelme.

Nem, a Reményt nem adta fel, csak valahogy fénye tort meg. Mintha elnapolta
volna a beteljesiilés terminusat, feszességébdl engedett a Varakozas. Mar nem
sétalt eszel6sen az UV-rekorder ablaka eldtt, higgadtan dolgozott, 6rilt az ebéd-
nek, kellemes borzongast valtott ki belble Cili, a laborans éles kacagasa, maga
is €élcel6dott és sorozoétt a Tanarsegéddel. Az Adjunktussal tébb izben meghany-
ta-vetette a Témat, mintha valami idegen, sulyos targyat emlegettek volna... Es
kozben szaladt a mutatd. Elete visszatért a rendes kerékvagasba, elhatalmaso-
dott szenvedélyét és esztelen akarasat kerékbe torte a hétkdznapok sodra. Mint
egy kirakds jatékban minden kocka, minden érzés és gondolat a maga helyére
kerult.

Ezen a szerdai napon ezt atgondolta az UV-rekorder ablaka eldtt guggolva. A
mutaté mereven allt a nullan, a teflon végérdl zajtalanul gérdiltek a masodper-
cek és negyedoranként mint egy 6reg kakukkos dra, zottyent a kerék.

A frakcidkollektor 6rolte az Id6t.

A Szaklaboros nem érezte, hogy hidba, nem tudta, hogy hiaba- és talan nem
is. Korulotte zajlott az élet és mindenki vart valamit. Zilalt, 6ssze-vissza életébe
beéplilt ez a furcsa id6gép, ritmust szabott zakatolé vagyainak és ébren tartotta
a Reményt. Mert a Remény mécsese nem aludt el, csak halvanyabban égett:
sokaig kell, hogy kitartson a Lang.

Biokémia 1989.marcius
XIII. évfolyam 1. szam
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GRAF LASZLO MINT FOTOMUVESZ

Valogatas a tanszékvezetdi irodajanak ablakabdl készitett fotékbol, amelyekbdl
nagy sikerd kiallitast rendezett 2004-ben az ELTE TTK Lagymanyosi Toémbjének
aulajaban ,Hajnali részegség” cimmel.

2004.09.28. 06:51:25

2004.10.12. 07:00:54
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2004.11.17. 06:48:30
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