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Amit mindig tudni akartal a fehérjékrol....
(Témegspektrometria a fehérjeszerkezet kutatds szolgalatdban)

Medzihradszky-Folkl Katalin
University of California at San Francisco, Department of Pharmaceutical Chemistry
513 Parnassus, San Francisco, CA 94143-0446, USA

Medzihradszky Dénes
Biorex Kutat6 és Fejleszté Rt, Protein Labor
1027 Budapest, Medve u. 25-29

Biér a tdmegspektrometria egyre jelentGsebb szerepet tolt be a fehérje-
analitikdban és kivételes lehetSségeket kindl a kutatoknak, mégis mostohagyerek. Az
orvos-biologus kutatdk sokszor gyanakodva tekintenek a szupermiiszereket igénylé
technikdkra, mig a tdmegspektrometria fejlesztésén elsésorban munkalkodé fizikusok
és fizikokémikusok érdekl8dési teruletén kiviil esnek a biokémiai makromolekuldk.

A tomegspektrometria gyors és rendkiviili pontossdga témegmérés. Nagyon
sokszor hasznalunk kiilénb6z6 elektroforetikus technikakat anyagaink nagysag
(témeg) szerinti jellemzésére, bizonyos véltozasok kimutatisara. De j6 lenne tudni,
pontosan mekkora is az a korilbelil 45 kDa fehérje, tortént-e foszforildcio,
glikozilacié vagy barmi més véltozas! Milyen peptidekre bonthaté enzimesen? és még
rengeteg kérdés van, amit a tomegspektrometria konnyen és elegdnsan meg tud
valaszolni.

Hogyan t6rténik ez a tomegmérés?

A klasszikus tomegspektrometriai analizis sordn a vizsgélandé anyagot el8szor
nagyvakumban elparologtattak, majd elektronsugarral ionizéltak, és az igy képz6dott
ionokat valasztottak szét el6bb energidjuk szerint (elektrosztatikus analizator), majd
az egységnyi toltésre jutd tomegnek megfelelGen (magneses analizator) és az igy
kétszeresen “fokuszalt” ionokat detektalték. Ez az eljards nem tette lehetévé bioldgiai
mintdk vizsgalatat, a peptidek, fehérjék, szénhidratok tulsdgosan nagyméretiiek és
polarosak, mar a minta géztérbe juttatdsa megoldhatatlan feladatnak bizonyult egy jo
ideig. Az utobbi évtizedben azonban a témegspekt‘rometria ugrasszer fejlédésnek
indult. Megjelentek a kiméletes ionizacios (soft ionization) technikdk: Fast Atom
Bombardment (FAB) ¢és Liquid Secondary Ion Mass Spectrometry (LSIMS),
amelyek lehet6vé tették polaros vagy hore érzékenyebb vegyiiletek vizsgalatat.
Ezeknél a vizsgalando vegyuleteket folyadék matrixban (pl. tioglicerin, glicerin, m-
nitrobenzilalkohol) feloldjuk, az oldatot vékony rétegben a céltargy feluletere
vissziik, ahol fokuszalt nagyenergiji atom- (Xe) vagy ionsugarral (Cs") bombézzuk.
Fontos megjegyezni, mert altaldnosan igaz a tomegspektrometrids modszerekre, hogy
az analizisre kerilG minta nem tartalmazhat sét (hacsak nem illékony, mint pl. az

" Az 1995. majus 4-én e témaban tartott tudomanyos mihelyre egy Témegspektrometriai Ertelmez8
Szotart allitottunk Ossze, ami tartalmazza a fontosabb roviditéseket, magyardzatokkal. Ezt kérésre
barkinek eljuttatjuk.



NH,HCO,, vagy LC/MS kisérletr6l van sz6, amikor a legtobb s6 ugyis eludlodik az
oszlop-térfogattal) és detergenseket (hacsak nem azok molekulastlyét akarjuk
meghatérozni). Az ionképz3dés egyik elSfeltétele, hogy a vizsgalandé molekuldk
feldusuljanak a matrix feliileti rétegében. Ha az analizaland6 elegy olyan
komponenseket tartalmaz, melyeknek hidrofébicitdsa jelentSsen eltér, Gn.
szupresszils jelenséget tapasztalhatunk, a hidrofilabb alkotérész esetenként nem is
detektalhato. A molekuldk feluletakt1v1tasanak megnévelése tobbnyire segiti az
analizist, pl. peptldek észteresithetSk’, oligoszacharidok reduktiv aminal4ssal
derivatizalhatok’, és igy mar j6l detektalhatok A soft ionizaciés modszerek hatranya
hogy a spektrumban a protonalt molekulaion mellett tobbnyire csak elenyész6 szamu
fragmension figyelhetd meg, igy kevés szerkezeti informaciét nyerhetiink. (J6
attekintést ad a tomegspektrometriai modszerekrél és bioldgiai hasznélatukrol a
Methods in Enzymology 193. kétete (ed. J.A. McCloskey) 1990).

“Bioldgia-barat” technikdk a tomegspektrometridban

Ujabb ionizaciés médszerek az Gn. ElectroSpray Ionization Mass
Spectrometry (ESIMS) és a Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Mass
Spectrometry, amely ionizacios médszert tobbnyire repiilési id6 analizatorral (Time-
Of-Flight) kombinaljak, és igy az egyik elfogadott jel6lés erre a médszerre: MALDI-
TOF. Az ESIMS mddszer esetében a fehérje oldatot (a koncentracio altalaban néhany
pmol/ul, az olddészer viz-metanol-ecetsav) egy kapillarison keresztiil injektaljuk a
tomegspektrométerbe. A belépd oldatot nagy fesziiltség (kb. 4-6 kV) €s a széritd gaz
(N,) fogadja. Toltott cseppek képzddnek, amelyekbdl az oldoszer elparolog, és
visszamarad az analizdland6 fehérje illetve peptid, tobbszérésen protonalt dllapotban.
Igy a fehérje- és peptidmolekulak jellegzetes ionklaszterként jelennek meg a
tomegspektrumban, az ionok tomeg-toltés (m/z) aranya fiiggetleniil mérhet6. Az
ionok toltésszama egyszeri algoritmussal meghatarozhaté és a molekulasuly
tobbnyire 0.01% pontossdggal kiszamithato, azaz egy 100 kDa molekulasulyu fehérje
esetében egy aminosav jelenléte vagy hianya mar detektalhatd. A modszer elénye,
hogy sokkal kevésbé 1ép fel szupresszids hatds, szektoros késziilékkel jo felbontds
érhet6 el, igy viszonylag kis molekulasily kiilonbségek is meghatarozhatok. A
tomegspektrométerhez kdzvetleniil csatlakoztathatdé HPLC készilék, igy egy fehérje
tripszines emésztési elegye on-line feltérképezhet molekulasily szerint, mindéssze
néhany pmol fehérjét haszndlva. Az eljaras hatranya, hogy mindazok a fehérjék,
amelyek valamilyen okbdl nem oldhatok az dltalanosan hasznalt oldoszerkeverékben,
pillanatnyilag igy nem analizalhatok, bar néhdnyan mar sikerrel probalkoztak
hidroféb fehérjék ESIMS analizisével’.

A MALDI-TOF médszer esetében a matrix egy olyan vegyiilet, mely elnyeli a
lézer altal kibocsatott UV vagy IR sugéarzast és ezzel elésegiti a benne “feloldott”
fehérje- vagy cukormolekulak ionizalddasat. A modszer hihetetleniil érzékeny,
altalaban kevesebb, mint egy pikomol minta is elegend§ az analizisre. Erésen hidrofil
vagy hidrof6b anyagok egyarant vizsgalhatok evvel a mddszerrel. A leggyakrabban
hasznalt UV métrixok a kovetkezSk: 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-fahéjsav, 2,5-dihidroxi-
benzoésav és a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav. Sajnos, a mdédszer diszkriminativ,
pillanatnyilag nem tudjuk megjosolni, mely komponensek detektilhatok egy
keverékbdl. Linedr izemmodban a pontos tomegmérés alapkdvetelménye egy belss

' AM. Falick, D.A. Maltby (1989) Anal. Biochem. 182, 165-169.

21w, Webb, K. Jiang, B.L. Gillece-Castro, A.L. Tarentino, T.H. Plummer, J.C. Byrd, S.J. Fisher.
AL. Burlingame, (1988) Anal. Biochem., 169, 337-349. '

?P.A. Schindler, A. Van Dorsselaer, A.M. Falick (1993) Anal. Biochem. 213, 256-263.



standard és a felbontas is igen alacsony (250-500), amely megakadalyozhatja, hogy
kiilonbséget tegytink egy keverék egyes komponensei k6zott. Az un. reflektronos
késziilékek sokkal nagyobb felbontassal rendelkeznek (3000-5000) és a tomegmérés
pontossaga kiils6 standarddal is kielégité (0,5 Da-on beliil van kb. 4000 Da-ig). A
MALDI-TOF technika toébbnyire protonalt molekulaionokat produkal, 4m ez az
ionizaciés mechanizmus erés fragmentéciéval is jar. A jelents tobbletenergiaval
rendelkez6 ionok repiilés kdzben szétesnek és ez a fragmentacio a reflektronos
késziilékekben nyomon kévethetS. Igy kapjuk az un. Post Source Decay (PSD)
spektrumokat.

A tandem tomegspektrometria kifejlesztése lehet6vé tette, hogy bdséges
szerkezet informaciot nyerjink az el6bb emlitett soft ionizaciés médszerekkel (FAB,
LSIMS, ESIMS) gerjesztett ionokbdl is. Ezek az ionok az elsé tomegspektrométer
utdn beiktatott litkbzési cellaban inert gazzal (tobbnyire He vagy Ar) utkoztetve
elegendd energiara tesznek szert, hogy darabokra hulljanak szét, és ez a
fragmentaci6s folyamat jellemzd a molekula szerkezetére. A fragmens ionok
analizalhatok és detektalhatok a masodik tomegspektrométer segitségével. Igy
nyerjiik az un. CID (Collision-Induced Dissociation) spektrumokat. Kétéshasadas
bekovetkezhet a peptidlanc barmelyik kotésében, az oldalldncokban, bar a peptidkotés
gyakran preferlt. Mindegyik “4j sziilott” hordozhatja a tltést. Az azonos tipust
ionok egy aminosav gyoksulyaval kiilonboznek egymastol Az ionok elnevezésére ma
mér nemzetkozileg elfogadott nomenklatura létezik®. Amennyiben tn. szektoros (az
elébb emlitett elektrosztatikus és magneses analizatorral mukodo) készilékkel
dolgozunk, az els6 témegspektrométer felbontasa beallithat6 ugy, hogy csak és
kizarélag a szamunkra érdekes molekulaion ' >C izotépionjt iitkoztessiik és a
tovabbiakban egy un. monoizotopos spektrumot értékeljiink. Kénnyen mikodtetheték
és olcsobbak, ezért széles korben elterjedtek a quadrupole analizatorok, bar ezek nem
képesek nagy felbontast biztositani és az titkozési energia is joval alacsonyabb (50-
100 eV vs. 4-8 keV), mint a magneses késziilékek esetében, ami azt jelenti, hogy
mindségileg mas, esetleg kevésbé informativ fragmentaciot figyelhetiink meg.

Mire hasznaljuk a tomegspektrometridt a fehérje analitikaban?

Példaul szekvendlasra! A fehérjék primer strukturdjanak megismerése
alapfeltétele a tovabbi vizsgalatoknak, amelyek arra irdnyulnak, hogy megértsiik ezen
molekulak funkcidjat, mikodésiik mechanizmusat. Az aminosavsorrend ismeretében,
szamitogépes eljarasok segitségével a fehérje térszerkezete valdszinisithetd, a
megtervezett mutdnsok, kémiailag modositott molekuldk pedig tovabbi fényt
derithetnek a kémiai szerkezet és biologiai hatas osszefiggéseire. A fehérjék
aminosavsorrendjének kozvetlen megallapitdsdra az Edman degradacion alapuld
szekvenalasi eljarasok hasznalatosak, ugyanakkor az indirekt modszer, a kodoléo DNS
szakasz szekvenaldsa és a bazissorrend “leforditisa” ugrasszeriien megnévelte az
ismert fehérjeszekvencidkat. A szekvencia ellendrzésében, vagy a megfeleld
oligonukleotid proba eldéllitasahoz a direkt szekvendlds nélkiilozhetetlen. Az Edman
kémidn alapuld szekvenalasok mindig N-terminalis szekvenciat szolgaltatnak, a
blokkolt N-terminus komoly akadalyt jelent. Nem elemezhetdk elegyek sem, ha a
komponensek 6sszemérheté mennyiségben vannak jelen. A poszt-transzlacids vagy
kémiai médositdsok detektalasa nem megoldott, tobbnyire csupén egy “iires” ciklus
jelzi, hogy nem a szokdsos aminosavakkal van dolgunk. A poszt-transzlacios
modositasokra nem lehet kovetkeztetni a bazissorrend leforditasakor sem, ezek
felderitésére mas modszerhez kell folyamodnunk. Gyakran sziikséges a hagyomanyos

* K. Biemann (1990) Methods Enzymol., 193, 886-887.
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fehérjeszekvenalas, hogy egy fliiggetlen modszerrel igazoljuk a mar meghatérozott
szekvenciat, vagy éppen, hogy kiinduld pontot biztositsunk a klénozas szdméra. A
szilard fazison vagy biotechnoldgiai iiton eldéllitott nagy mennyiségi polipeptid és
fehérje szerkezet-ellenrzésére is egyre gyakrabban van igény. Sziikség van hét gyors,
megbizhato, reprodukalhaté és nagy érzékenységli szekvencia meghatarozo
modszerekre.

A klasszikus Edman-moédszeren alapuld szekvenalds nagy fejlédésen ment
keresztil az elmilt 10 évben. Az automata késziilékek 1-20 pmol anyagot
szekvendalnak rutinszertien. Az Applied Biosystems, Inc. (ABI) és mas cégek jelentSs
eredményt értek el a ciklusid6 leroviditésében is. A fehérje-szekvenalasrol, a fehérje-
analitikaban jelenleg hasznélatos mikrotechnikakrol jo attekintést nyerhetiink a
Methods: A Companion to Methods in Enzymology hatodik kétetébdl. Az Edman
szekvenalasi mddszer vetélytarsa a tandem tomegspektrometria. A CID
spektrumokban taldlhato fragmensionok segitségével €s némi intuicioval az
aminosavsorrend meghatdrozhatd. A tomegspektrometria elénye, hogy N-
terminalisan blokkolt peptidek szekvenaldsara is alkalmas, keverékek is analizalhatok,
(1. 4bra) és a poszt-transzlacios modositas helye €s szerkezete is meghatarozhato az
analizis folyaman.
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1. abra. Az LSIMS analizis tanusaga szerint legalabb 6t peptid talalhat6 ebben a HPLC

frakcioban, amelyet a GalB1,3(4)G1cNAc a2,3 szialil-transzferaz tnptlkus emeésztési
elegyébdl izolaltunk. (engedéllyel reprodukalva: A.L. Burlingame (1993) in Techniques in
Protein Chemistry IV (ed. R.H. Angeletti) Academic Press, San Diego, pp. 3-21.)

Ismeretlen fehérjék esetén a tomegspektrometrids szekvenalas stratégidja
megegyezik a hagyomdnyos modszereknél elSirttal. Az egységes, lehet6leg redukalt
¢s szulthidril-blokkolt (pl. karboximetilezett) fehérjét egy szelektiv enzimmel vagy
valamilyen kémiai médszerrel hasitjuk. A keletkezett peptideket RP-HPLC-vel
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elvalasztjuk. A frakciokat analizélva (on-line LC-ESIMS vagy off-line LSIMS,
MALDI-TOF) megkapjuk az egyes komponensek molekulasilyét és ezutan
kovetkezik a tandem tdmegspektrometria vagyis CID analizis, esetleg PSD analizis,
amely biztositja majd az adatokat a szekvencia meghatérozasra. Altaléban tripszint
hasznalunk els6 enzimként, ezt indokolja nagy specificitasa; tovabba az, hogy az igy
keletkez8 peptidek C-terminusa bazikus, irdnyitja a fragmentéciét (ti. a plusz proton
nagyobb valdsziniiséggel kotddik a bazikus csoporthoz) és egyértelmiibbé teszi a CID
adatok értelmezését. Az elsd ilyen kisérletek még néhany nanomol anyagot
igényeltek™°. Miutan a DNS szekvenélas sok szempontbél elénydsebb, manapsag
jobbara csak annyi els6dleges szekvenciat igyeksziink meghatarozni, amely biztositja
a sikeres klonozast, igy 50-300 pmol fehérje gyakran elegendd 8

Az 1. 4bran lathaté HPLC frakci6 legalabb 6t kiilonboz§ triptikus peptidjébdl
a két legnagyobb molekulasulyt komponenst szekvendltuk tandem
tomegspektrometriaval a GalB1,3(4)G1cNAc 2,3 szialil-transzferaz szerkezet
felderitéséhez’. A 2. dbra mutatja be az egyik CID spektrumot.
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2. abra. Az 1. 4brin bemutatott HPLC frakci6 egyik komponensének (MH' 1283,6 Da) nagy
energiaji CID spektruma. A peptid szekvencija ismeretlen volt, ebbdl a spektrumbol
hataroztuk meg. (engedéllyel reprodukalva: A.L. Burlingame (1993) in Techniques in Protein
Chemistry IV (ed. R.H. Angeletti) Academic Press, San Diego, pp. 3-21.)

> D.F. Hunt, J.R. Yates 111, J. Shabanowitz, S. Winston, C.R. Hauer, (1986) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 83, 6233-6237.

®R.S. Johnson, K. Biemann, (1987) Biochemistry, 26, 1209-1214.

"D.X. Wen, BD. Livingston, K.F. Medzihradszky, S. Kelm, A L. Burlingame, J.C. Paulson, (1992)
J. Biol. Chem., 267,21011-21019.

8 J.D. Brown, B.C. Hann, K F. Medzihradszky, M. Niwa, A.L. Burlingame, P. Walter, (1994) EX/BO
J. 13, 4390-4400.



Egy sokat igér6 felhasznalas

Rendkiwviili hordereji az LC/ESIMS/MS technika alkalmazdsa az
immunoldgidban. Donald F. Hunt és kutatocsoportja sikeresen szekvenalt peptideket,
melyek csupan néhany szaz femtomol mennyiségben lehettek jelen egy rendkiviil sok
komponensi elegyben. Ezen elegy azon peptidek Osszessége volt, amelyet a Major
Histocompatibility Complex (MHC) Class I vagy Class II fehérjéi prezentélnak a sejt
felszinén a T-sejteknek. Hunt és munkatdrsai nemcsak meghataroztak bizonyos allél
rendszerek kot6 motivumait >'°, de szekvenaltak egy nonapeptidet is, amely minden
altaluk eddig vizsgalt melanomas paciens MHC Class I fehérjéje ltal prezentalt és
szerepet jatszhat egy melanoma elleni immunvalasz kivaltasaban'',

Fehérjék gyors azonositisa

A tomegspektrometria egy masik, immar széleskorben elterjedt alkalmazasa:
fehérjék azonositasa két dimenzios (2-D) gélekbsl' > 11917 A sejtek fehérje
Osszetétele, annak megvaltozasa talan a legjobban ezekkel a 2-D gélekkel
jellemezhetd. A fehérjéket az els6 dimenzidban toltés szerint (izoelektromos
fékuszalas) valasztjuk el, mig a masodik dimenzidban molekulasily szerint (SDS
poliakrilamid gélelektroforézis, SDS-PAGE). Bizonyos sejtvonalak 2-D fehérje-
térképe ma mar szamitégépen is hozzaférhetS, informacidval mindazokrél a
fehérjékrdl, amelyeket mar azonositottak (Swiss-2DPAGE). De ezen a teriileten is
még rengeteg a tennivald. A fehérje-szintézis nyilvanvaldéan mas a kilonboz6
fajokban, szervekben, a fejlédés kiilonbozd stadiumaiban, rakos és normal sejtekben,
stb. A jelenleg legérzékenyebb modszer szerint a benniinket érdekld foltokat (egy
helyen megjelend fehérjéket) kivagjuk, magaban a gélben tripszinnel hasitjuk, a
peptideket microbore (ID 1 mm) vagy kapillaris (ID 180 um) RP-HPLC-vel (gradiens
elacio, 0.1% TFA/viz - 0.08% TFA/acetonitril) szétvalogatjuk. A frakciokat kézzel
gyijtjiik, 500 pl-es polipropilén Eppendorf-csovekbe. Az oldatokat vakum-
centrifugan 6vatosan koncentraljuk, mert az oldoszer tokéletes elparologtatésa a minta
tokéletes elvesztését vonhatja maga utan, masfajta szaritdsi médszerek (pl. nitrogénes
lefavatas) pedig a minta szennyez8dését. A frakcidk egy-egy részét azutin MALDI-
TOF mddszerrel analizaljuk. Igy meghatérozzuk fehérjénk triptikus peptidjeinek
(legalabbis egy résziiknek) a molekulasulyat. Léteznek, és a szamitégépes halézaton
keresztiil dijmentesen hozzaférhetGek olyan programok (MOWSE), amelyek néhany
perc alatt “megemésztik” tripszinnel (ill. tetszés szerinti enzimmel) az 6sszes fehérjét,

°D.F. Hunt, R A. Henderson, J. Shabanowitz, K. Sagakuchi, H. Michel, N. Sevilir, A. Cox, E.
Appella, V.H. Engelhard, (1992) Science, 255, 1261-1263.

YEL. Huczko, W.M. Bodnar, D. Benjamin, N.Z. Zhu, J. Shabanowitz, R.A. Henderson, E. Appella,
D.F. Hunt, V.H. Engelhard, (1993) J. Immunol. 151, 2572-2587.

WAL Cox, J. Skipper, Y. Chen, R.A. Henderson, T.L. Darrow, J. Shabanowitz, V.H. Engelhard,
D.F. Hunt, C.L. Slingluff, Jr., (1994) Science, 264, 716-719.

' S.C. Hall, D.M. Smith, F.R. Masiarz, V.W. Soo, HM. Tran, L.B. Epstein, A L. Burlingame (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. US4, 90, 1927-1931.

"> W.J. Henzel, T.M. Billeci, J.T. Stults, S.C. Wong, C. Grimley, C. Watanabe (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 90, 5011-5015.

M. Mann, P. Hojrup, P. Roepstorff (1993) Biol. Mass Spectrom. 22, 338-345.

'*D.J.C. Pappin, P. Hojrup, A.J. Bleasby (1993) Current Biology 3, 327-332.

'“H. Ji, R. Whitehead, G.E. Reid, R L. Moritz, L.D. Ward, R.J. Simpson (1994) Electrophoresis, 15.
391-405.

' H.H. Rasmussen, E. Mortz, M. Mann, P. Roepstorff, .E. Celis (1994) Electrophoresis. 15, 406-
416.
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amely pillanatnyilag a SwissProt adatbaz1sban nyilvantartott, és osszehasonhtj ak az
eredményt az altalunk mért tdmegekkel'”. Szerencsés esetben mar ennyi is elegendd a
fehérje azonositasara, amit késébb egy Western-blottal még meg is erdsithetiink.
Bonyolitja a képet, hogy a 2-D analizis soran, vagy késébb a fehérjék oxidalodhatnak
(Met, Cys), reagalhatnak a gélben mindig jelenlévé akrilamiddal (Cys), a hasito
enzimek a gélben esetleg nem férnek hozza mindeniitt a fehérjéhez, igy Gn.
részlegesen hasitott peptidek lehetnek jelen, és az is megesik, hogy az enzim ott hasit,
ahol nem szabadna! Példaul, minden tripszin prepardtum (még a TPCK kezelt, vagy a
sequencing grade is) mutat valamenny1 kimotripszin aktivitast, és a trlpszm
természetesen emészti dnmagat is'. Ha mindezekhez hozzatessziik még azt, hogy
igen kiillonboz6 fehérjék is produkalhatnak kézel azonos molekulasulyt peptideket, és
a MALDI-TOF tomegmérés sem feltétleniil pontos, nyilvanvaléva valik, hogy muszij
megszekvenalni legaldbb egy-két frakciét. Ez torténhet tandem
tomegspektrometriaval, esetleg Edman szekvenélassal. A ma elérhet$ talan
legérzékenyebb mddszer viszont on-target (a minta bevitelére szolgald fémlemezkén
torténd) emésztés karboxipeptidaz-Y-nal, vagy aminopeptiddzzal, MALDI-TOF
tomegspektrometridval kombindlva. Néhdny perc alatt a karboxipeptidaz részlegesen
lehasit 4-6 aminosavat a peptid C-terminélisdrdl, a minta analizalhatd, a szekvencia
gyakorlatilag leolvashaté (3. dbra). Természetesen igy csak szekvencia-részletet
tudunk meghatdrozni, nem tudjuk megkiilonboztetni az azonos gydksulya Gln/Lys és
Ile/Leu aminosavakat, de mindez figyelembe vehet$, amikor most mar a
szekvencidval hasonlitjuk Ossze a fehérje-adatbazist. Probléma persze az is, hogy az
aminopeptidaz nem hasitja le az N-terminalis Pro-t, mig a karboxipeptidaz Y lelassul
bizonyos szekvencidknal.
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3. abra. “On-target” szekvenalas karboxipeptidiz Y emésztés és MALDI-TOF
kombinalasaval. A felvitt minta (nem standard fehérje!) ~250 fmol! az egyik HPLC frakcio
fél mikroliterében.

" M.M. Vestling, C.M. Murphy, C. Fensclau, (1990), Anal. Chem. 62. 2391-2394.



A 4. dbra nagy vonalakban bemutatja, mit is kindl még a tomegspektrometria
egy fehérjeanalitikus szimara.

FEHERJEK

intakt molekulak mérése

N

MALDI-TOF

enzimes emésztés,
HPLC frakcionalas

FAB, LSIMS vagy MALDI off-line,

= ElectroSpray Ionizacios MS

electrospray on-line

tandem MS
vagy PSD

!

szekvencia adatok

poszt-transzlacios, kémiai, xenobiotikus,
stb. mddositasok helyének lokalizdlasa

= peptid térkép

osszehasonlitds egy komputer-generalt

emésztési térképpel

l

potencialis poszt-transzlacios
médositasok lehetdsége;
szekvenalasi hibak azonositasa;
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lehet&sége

4. abra. Fehérjeszerkezet analizis menete tomegspektrometriaval.

Az itt kovetkezd tablazatok pedig Osszefoglaljak, hogy milyen problémaékat milyen
médszerekkel célszerii megoldani.

Modszer Minta Tomeg Pontossag  Felbontas Megjegyzések
igény tartomany
LSIMS ~100 pmol <4000 Da 0,5 Da ~2000 er8s szupresszid
szektoros esetleg
készilékkel magasabb
ESIMS
kvadrupol
készilékkel <100 pmol <100 kDa 0,01 % ~500 gyenge
szektoros SZUpresszio
készilékkel <100 pmol <100 kDa 0,01 % 2-5000 ua.
LC/ESIMS
kvadrupol 0,5-50 pmol <20 kDa 1-2 Da ~500 ua.
készilékkel fiigg a hidroféb jellegtsl
szektoros 0,5-50 pmol <20 kDa 0,5 Da 2000 ua.
késziilékkel
MALDI-TOF
linearis modban <1 pmol <100 kDa ~0,2 % <500 diszkriminativ
reflektronnal ~1 pmol <100 kDa ~0,01 % ~2000 ua.




Mikor mit ajanlatos hasznalni?

fehérje molekulasily meghatarozas ESIMS vagy MALDI-TOF

szintetikus peptidek analitikdja LSIMS vagy ESIMS

mass mapping LC/ESIMS

2-D gélekbdl mass mapping MALDI-TOF vagy LC/ESIMS
szekvenalasra MS/MS: LSIMS nagyenergiaju CID-vel vagy

LC/ESIMS/MS, illetve:
MALDI-TOF reflektronos médban,
karboxipeptidaz Y emésztés

Kovessiik csak a felkinalt lehetGségeket:

Intakt fehérjék molekulastlydnak meghatérozdsa. LehetSleg
szennyezésmentes preparatumra van szikség. Az ESIMS viszonylag pontos adatokat
szolgaltat de hidrofob vagy nagyobb (>100 kDa) fehérjék analizisére a MALDI-TOF
technika alkalmasabb.

a. Szekvencia-igazolds. Tomegméréssel valdszinisithetd, hogy a kivant
aminosavsorrendi fehérjét termeltettiik, izolaltuk; hogy a szekvenalas soran (ha eddig
ismeretlen fehérjérdl van szo6), nem vesztettiink el kisebb-nagyobb darabokat. Amikor
egy capamajbdl izolalt zsirsavkotd fehérje szekvencidjat meghataroztuk, ezzel a
médszerrel igazoltuk, hogy a szekvencia teljes (5. dbra)'”.
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5. abra. Egy capamajbol izolalt zsirsavkots fehérje ESIMS spektruma. Kb. 100 pmol fehérjét
injektaltunk. A csillaggal jelolt csiicsok a belsé standardként alkalmazott mioglobin ionjai.
Az altalunk meghatarozott szekvencia alapjan a szamitott molekulastly 15.121,3 Da, mig a

kisérletben meghatarozott érték 15.124 +2.5 Da. (Engedéllyel reprodukalva [ref. 19])

' K.F. Medzihradszky, B.W. Gibson, S. Kaur, Z. Yu. D. Medzihradszky, A.L. Burlingame, N.M.
Bass (1992) Eur. J. Biochem. 203, 327-339.
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A tomegmérés jelezheti, hogy a fehérje nem kivanatos helyeken hasadt, akar
egy specifikus enzim mikodése kovetkeztében, akar valamelyik terminusa “rdgott”.
A human PDGEF-B (Platelet-Derived Growth Factor), amelyet a Chiron Corporation
élesztben termeltet, 109 aminosavbol 4ll és diszulfid-hidakkal homodimert képez. A
diszulfid-hidak miatt a molekula kompakt, ESIMS modszerrel csak redukalds és az
igy felszabadulé SH csoportok alkilezése utan analizalhato. Ez az analizis tobbek
kozott kimutatta, hogy a peptidléncok jelentds részét egy tripszin-szerd enzim
hasitotta a Arg>’-nél, és a preparatum egy részénél a C-termindlis Thr hidnyzott. A
tomegmérés jelezhet mutciét, azaz aminosav-cserét természetes fehérjékben.
Példaul, a californiai Oakland Children’s Hospital egyik kutatécsoportja rendszeresen
vizsgalja az Gjsziiléttek hemoglobinjat, igy szlirik ki a mutans fehérjéket. A globinok
molekulasilya viszonylag egyszerﬁen mérhetd, a rendellenesség tipusa ltaldban mar
ennek alapjan azonosithat6”’.

b. Poszt-transzlaciés médositdsok kimutathatdk. 80 Da tomegnévekedés
foszfat- vagy szulfatcsoportot jelezhet. Smith et al. igy detektaltak foszforildciot egy
marhaszembdl izolalt fehérjén, az (xB-crystalline-on“. Japan orvosok egy orokletes
betegségben szenved§ csalad vizsgalata kozben elektroforetikus vizsgélatokkal
bizonyos szérumfehérjék rendellenes viselkedését mutattak ki. Mint ez késGbb
bebizonyosodott, a csaladtagok az Gin. Carbohydrate Deficient Glycoprotein
Syndrome aldozatai. Témegspektrometrias vizsgalatok kimutattdk, hogy a normalisan
kétszeresen glikozilalt transzferrin példaul keverékként jelenik meg a betegek
vérében, nativ forméban, egy cukor-szerkezettel vagy mindenfajta szénhidrat nélkiil.
Késébbi vizsgélatok azt is jelezték, hogy valdszinileg a kivant szerkezet taldlhatd
meg a glikozilalt fehérjén (- komplex, disialo biantennary -) a jelenlegi hipotézis
szerint talan nem all rendelkezésre elegzendc'i “alapanyag’ mikor az Asn-hoz
kapcsol6do szénhidrét beépitésre keriil .

c. Egyéb kovalens mddositasok is kimutathatdk. A fehérje-analitikdban
gyakran hasznalunk kulonféle kis molekulakat annak tesztelésére, mely aminosavak
hozzaférhetbek, reaktivak, részei az Gn. aktiv centrumnak. A szelektiv inhibitorok
valdszintileg olyan aminosavakhoz két6dnek, amelyek vagy aktivan részt vesznek a
katalizalt reakcidban, vagy ilyen aminosavak kozelében helyezkednek el. A HIV
proteaz nélkilozhetetlen a gag/pol gének éltal kddolt virusfehérjék processzalasaban.
Tanszékiinkon régoéta kutatjak a HIV protedz hatdsmechanizmusét, hogy szelektiv
inhibitorokat fejlesszenek ki. Ha sikeriilne olyan vegyiiletet kifejleszteni, amely a
gazdaszervezet enzimjeit nem gatolja, sikeresen elejét vehetnénk a betegség
kifejlédésének. Pillanatnyilag igyeksziink minél tobbet kideriteni az enzim aktiv
centrumardl. Els 1épésként az ESIMS tomegmérés bizonyitotta, hogy egy Asp
protedz inhibitor (AEPNP, azaz 1,2-epoxi-3-(paranitro-phenoxi)-propan), kovalensen
médozsitja az enzimet, de csupdn a dimer egyik tagjat és ez tokéletes inaktivalddashoz
vezet”. Alabb majd bemutatjuk, hogyan derithetd fel, pontosan hol és hogyan kotott
az inhibitor.

0AM. Falick, C.H.L. Shackleton, B.N. Green, H.E. Witkowska, (1990) Rapid Commun. Mass
Spectrom. 4, 396-400.

1 1.B. Smith, Y. Sun, D.L. Smith, B. Green (1992) Protein Science, 1. 601-608.

2Y. Wada, A. Nishikawa. N. Okamoto, K. Inui, H. Tsukamoto, S. Okada, N. Taniguchi, (1992)
Biochem. Biophys. Res. Commun., 189, 832-836.

“R. Salto, L. M. Babe. J. Li, J.R. Rose, Z. Yu, A.L. Burlingame, J.J. De Voss, Z. Sui. P. Ortiz de
Montellano, C.S. Craik (1994).J. Biol. Chem., 269, 10691-10698.
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Mass mappin

Mig az intakt fehérje tomegmérése jelezheti kovalens modositasok jelenlétét,
esetleges valtozasokat a szekvenciaban, stb., ezen véltozdsok pontosabb helyét az
analizis tovabbi 1épése, az in. mass mapping fogja majd felfedni. A médositott
fehérje enzimes emésztési elegyét vizsgaljuk, lehetSleg LC-ESIMS technikéval.
Ennek az on-line médszernek az a legnagyobb elénye, hogy ami a HPLC oszloprdl
elualodik, azt automatikusan analizljuk. Az igy nyert adatok ujra és Gjra
megvizsgalhatok, an. selected ion monitoring segitségével (azaz a komputert utasitva,
hogy nyomtassa ki bizonyos ionok intenzitdsanak id6beli valtozasat) nyomozhatunk a
benniinket érdekl6 komponens utén. Az analizis 4ltalanos menete szerint
osszehasonlitjuk az ismert szekvencia és a hasznalt enzim specificitdsa alapjan
megjosolt molekulastlyokat az emésztési elegyben detektalt molekulasulyokkal. A
megfigyelt kiilonbségek jelzik az esetleges szerkezeti kiilonbségeket (6. abra).
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6. abra. Egy O-glikozilalt peptid nagy energiaji CID spektruma. Ezt a glikopeptidet
élesztében termeltetett human PDGF-B endoprotedz Glu-C emésztési elegyébdl izolaltuk.
Egy mannoz csoport (ezzel O-glikozilal az éleszt6) 162 Daltonnal néveli meg egy peptid

molekulasulyat. A CID analizis soran tobbek kozott a peptidkotések hasadnak. Ha a toltés az
N-terminalison lokaliz4lédik, tin. b-ionok képz8dnek. Ezen ionok tomegkiilonbsége egy-egy
aminosav gyoksulyanak felel meg. Ha az aminosav valamilyen médon derivatizélva van, a
tomegdifferencia ennek megfelelen megnovekszik. A fragmensionok ilyen “elcstiszasabol”
hatarozhaté meg a modositas helye a szekvencidban. A szerkezet-részlet azokat az ionokat
mutatja, amelyek jelezték, melyik Thr van modositva. (Engedéllyel reprodukalva: K.F.
Medzihradszky et al. (1990) Biomed. Environ. Mass Spectrom. 19, 777-781.)
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Ha egy emésztési elegyben nem taldltunk meg egy megjosolt peptidet, de
helyette megfigyeltiink egy masik komponenst, aminek a molekulastlya 80 Da-nal
tobb, elképzelhetd, hogy peptidiink foszforilalt. Egy 162 Da-os silyn6vekedés egy
hexoz jelenlétét mutathatja, 365 Da viszont egy hexozil-N-acetil-hexézamin
cukorszerkezetet jelenthet, egy szidlsav még 291 Da-nal néveli a molekulasilyt. Az
N-terminalis acetilezése 42 Da novekedést jelent a molekulastlyban, hogy csak
néhany gyakori poszt-transzlacidés médositast emlitsiink. A molekulasuly-kiilonbség
természetesen csak valoszin(siti egy kovalens médositas 1étét. Miutan rengeteg
kiilonféle peptid produkalhatja ugyanazt a molekulasulyt és szennyezédések,
mellékreakciok és aspecifikus hasitdsok is stirin eléfordulnak, tandem
tomegspektrometria vagy Edman szekvenalds, esetleg mas, a modosité csoport
szerkezetétS] fligg8 modszer szikséges még, hogy biztonsaggal allithassuk, mely
peptid és azon beliil melyik aminosav van médositva. Miutdn az Edman szekvenélas
rendszerint csak egy tres ciklussal jelzi egy szokatlan aminosav jelenlétét, és
bizonyos mddosuldsok pl. foszforilacid, nem is élik tal a ciklusokban hasznalatos
kémiai reakcidkat, a tandem tomegspektrometria hasznalata er6sen kivanatos.

Az intakt tomegmérésnél emlitett valamennyi fehérje eljutott erre az analizis-
szintre. Nézziik csak, mi is tortént velikk. A Carbohydrate Deficient Protein
Syndrome-ban szenveddktol és egészséges emberektSl vett vérbdl izolalt transzferrint
tripszinnel emesztettek és Osszehasonlitottdk a kapott peptideket mass mapping
médszerrel**. A médositas helyét ebben az esetben nem kellett kiilén igazolni, mivel
a nitrogénhez kapcsol6do cukorszerkezetek csak olyan Asn-on fordulhatnak el6,
amely kielégiti az Asn-Xxx-Ser/Thr/Cys szekvencia-kovetelményt, ahol Xxx nem
lehet Pro. Természetesen a szénhidrat-analizist kiilon el kellett végezni, a mass
mapping csak a cukorszerkezet nagysagat arulja el. A cukorrész lépésenkénti hasitasa
er6sen specifikus exoglikozidazokkal torténik, és minden egyes hasitas utan LC-
ESIMS vagy MALDI-TOF analizis segithet azonositani a lancalkot6 szialsavakat,
hex6zokat, N-acetil-hex6zaminokat stb. Szerencsés esetben még a §11k021d -kotések
pozicidjarol és sztereokémiajardl is kaphatunk némi informéciot 2*°. Az élesztében
termeltetett human PDGF-B esetében a MALDI-TOF eredmények nyilvanvalova
tették a termék heterogenitasat. A redukalt ¢és alkilezett (karboximetilezett) fehérjét
tripszinnel vagy Glu-C endoprotedzzal emésztettiik, a peptideket analitikai HPLC-n
vélasztottuk szét és LSIMS technikdval analizaltuk. A fent emlitett problémaékon tal
a mass mapping kovalens modositasokat is sugallt. A kés6bbi MS/MS kisérletek
kimutattak, hogy a szekvenciaban szereplS egyetlen metionin oxidélodott
(szulfoxidda), tovabba az élesztdsejtek hexozokat raktak egyes hidroxil-aminosavakra
(6. dbra). Az élesztS glikozilaciés mechanizmusdnak ismeretében igen valdszint volt,
hogy manndz csoportokrol van sz0, amit késébb a cukrok lehasitasaval, és direkt
analizisével igazoltunk is”’. Poszt- transzlacms modositasok egesz sorat mutattak ki
hasonloképpen, témegspektrometria segitségével, foszforilaciot™ >, N-terminalis

**M. Kanai, K. Yamashita, H. Ideo, T. Ohkura, K. Fukushima (1993) Proceedings of the 41st ASMS
Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics, San Francisco, CA, p.371.

% C.A. Settineri, A.L. Burlingame, (1994) in: Techniques in Protein Chemistry V (J.W. Crabb ed.),
Academic Press, Inc., San Diego, 97-104.

6 C.W. Sutton, J.A. O'Neill, J.S. Cottrell (1994) Anal. Biochenr., 218, 34-46.

" C.A. Settineri, K F. Medzihradszky, F.R. Masiarz, C. Chu, C. George-Nascimento, A L.
Burlingame, (1990) Biomed. Environ. Mass Spectrom., 19, 665-676.

*% A. K. Erickson, D.M. Payne, P.A. Martino, A.J. Rossomando, J. Shabanowitz, M.J. Weber. D.F.
Hunt, T.W. Sturgill (1990) J. Biol. Chem., 265, 19728-19735.

* D.A. Sanders, B.L. Gillece-Castro, A.M. Stock, A.L. Burlingame, D. E. Koshland, Jr. (1989)J.
Biol. Chem., 264, 21770-21778.
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30,31,32,33

acetilezést™’) N- és O-glikozilaciot , palmitilaciot’™, hogy csak néhanyat

emlitsek.

Az analizis menete pontosan ugyanez akkor is, ha mas (pl. altalunk beépitett)
kovalens modositasra vadaszunk. azon031tottuk a Asp’-t, mint az inhibitor
kotShelyét a HIV proteaz enzimben”’. Ugyanigy mass mapping és tandem
tomegspektrometria segitett meghatarozm aminosavakat a kreatinkinaz”’ és dopamine
B-hidroxiléz aktiv centruméban’®. Bizonyos gydgyszer-metabolitok immunogén
adduktokat képezhetnek pl. szérum albuminnal. Tolmetin (l-metil 5-(4-
metilbenzoil)-1H-pirrol-2-ecetsav), egy gyulladasgatlo gyogyszer metaboht_]amak
kotéhelyét sikertlt kimutatni mass mapping és MS/MS segitségével’’.

Hasonl6képpen, a hemoglobin klinikai markerként szolgalhat, ha valaki tal sok
veszélyes vegyszernek kitéve dolgozott. Sztirol-epoxid kotodeset sikeriilt kimutatni
hemoglobin fehérje részén tomegspektrometria segitségével®.

Az itthoni helyzet

Ebben az 6sszefoglalasban tavolrdl sem torekediink a teljességre. A
tomegspektrometria orvosbioldgiai alkalmazasai igen szerteagazo teriiletet 6lelnek fel
és jelenleg olyan gyorsan fejlddnek, hogy minden hét 4j meglepetéseket hozhat, soha
nem sejtett tdvlatokat nyithat meg. Cikkiink megirdsaval két célunk is volt:

Mint gyakorld fehérjeanalitikusok, kiemeltiik a legfontosabbnak tartott
eredményeket €s a biokémikus szemsz6gébdl igyekeztiink felvazolni a lehetéségeket
ezen a terileten.

Tudjuk, hogy az olvasdban felmeriilt a kérdés: ez mind nagyon szép San
Franciscobdl nézve, de mit tudunk mi itthon tenni, mi az, ami ebb6l rendelkezésre all
vagy redlisan beszerezhetS. Nos a valasz az, nagyon is sok! Tandem készulék
rendelkezésre dll az MTA KKKI-ban, LC-MS triplequadrupole késziilék van az
EGIS-ben, tovabba a Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomanyi Egyetemen is most
allitottak fel egy LC-MS Electrospray késziiléket. A 1ézerkésziilékek nem til dragédk a
hagyomaényos témegspektrométerekhez viszonyitva és reflektronnal felszerelve a
legtobb célra tokéletesen megfelelnek. Akit a téma érdekel, a bSséges
irodalomjegyzékbdl tovabb tajékozodhat és mi is szivesen allunk az érdekl8d6k
rendelkezésére.
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A NEURONALIS DIFFERENCIACIO GENAKTIVACIOS JELENSEGEI

Szeberényi Jozsef
Pécsi Orvostudomanyi Egyetem, Bioldgiai Intézet

Munkacsoportunk érdeklédési teriilete az idegsejt névekedési faktor (NGF)
génregulaciés hatasanak vizsgalata™. A PC12 patkany phaeochromocytoma
sejtvonal kitlind modell rendszert szolgaltat az NGF-indukalta neuronalis dif-
ferenciaciét kiséré biokémiai valtozasok tanulmanyozasara (1): ezek a sejtek
konnyen tenyészthetéek, NGF nélkil is életben maradnak és NGF-kezelés hatasara
konnyen értékelhetdé morfoldgiai valtozasokon (neuritnévekedés) mennek keresztuil.

Proto-onkogén Ras fehérjék jelentésége az NGF jelatviteli Gtjaiban

A PC12 sejtek f6 szignal transzdukciés komponensei linearis rendben
helyezheték el (1. abra). Az NGF sejtfelszini receptoraként a proto-onkogén TrkA
fehérie és egy p75"°™ polipeptid szerepel; el6bbi latszik kodzvetiteni a biologiai
hatast, utébbi pontos szerepe még nem tisztazott (2). Az NGF-kotés a TrkA fehérje
tirozin-autofoszforilaciéjat valtja ki, majd a jel az aktivalt TrkA altal megkotott és
tirozin-foszforilalt kiulonb6zé szignal transzdukcidés fehérjékre tovabbitédik. Ezen
fehérjék egy része a Ras fehérjéket GTP-koté allapotba hozva aktivalja, maid a
stimulacié citoplazmatikus fehérjekinazokra tevédik at (3, 4). A fehérjekinaz kaszkad
percek alatt indukal egy géncsoportot (elsédlegesen reagalé vagy korai valasz gé-

A cikk anyaga el6adasként szerepelt a 3. Sejt- és Fejlédésbiolégiai Napokon (Pécs, 1995. jan. 23-
25.). Az &sszefoglaloban szerepl§ sajat munka részben az OTKA (T 012925), az ETT (T-04615/93)
és a Magyar-Amerikai K6z6s Alap (93a-319) tAmogatasaval folyik.

"Réviditések: NGF, nerve growth factor; NGFR, nerve growth factor receptor; AP-1, activator
protein-1; SRE, serum response element; SRF, serum response factor; TCF, ternary complex factor;
CRE, cAMP response element; CREB, CRE-binding protein; MAPK, mitogen-activated protein
kinase; ERK, extracellular signal-regulated kinase; MEK, MAPK/ERK kinase; JNK/SAPK, c-Jun N-
terminus kinase/stress-activéted protein kinase; TNFq, tumor necrosis factor o; EGF, epidermal
growth factor; SEK, SAPK/ERK kinase; MEKK, MEK kinase; CREBK, CREB kinase; FRK, c-Fos-

regulating kinase.
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nek), amelynek szamos tagja transzkripcios faktorok termelésén keresztul szabalyoz
egy masik géncsaladot (masodlagosan reagalé vagy késdi valasz gének; 5). A késdi
valasz gének termékei (pl. a metalloproteinaz tranzin, neurofilament fehérjék, stb.)
feltehetéen kozvetleniil vesznek részt a morfologiai differenciaciohoz vezeté
fenotipus valtozasokban.

A jelatviteli folyamatoknak ez a linearis értelmezése nyilvanvaloan tulzott
leegyszer(isitése a tényleges helyzetnek.
A valdésagban a szignal transzdukciés molekuldk egy komplex, parhuzamos
osvényekbdl allé, de gyakran kommunikalo jelatviteli haldzatot hoznak létre. Ennek
a bonyolult rendszernek egy példajat a Ras fehérjék jelatviteli szerepének vizsgalata
szolgaltatta. Az endogén Ras fehérjék mikodésével interferalé mutanst

NGF

l

NGFR

Ras

|

protein kindz
kaszkad

korai—védlasz
gének

l

késb6i—valasz
gének

l

bioldgiai vdlasz

1. abra: Az NGF-jelatvitel f6 komponensei.
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(Ha-Ras Asn-17; 6, 7) expresszald PC12 sejtvonalak tanulmanyozasaval erésen
Ras-fiiggd (pl. NGF-indukalt neuritnévekedés, tranzin indukcio), gyengén Ras-fuggd
(pl. cfos és c-jun indukcid) és Ras-fliggetlen (pl. foszfatidil-inozitol hidrolizis)
jelatviteli eseményeket tudtunk azonositani (8-10). A gatlé Ras fehérjet kilonbozé
szinten expresszald PC12-sejtvonalakban az NGF A&ltal stimulalt korai valasz gen
expresszid, illetve a késdi valasz gének indukcidja és a fenotipus-valtozas
egymastdl elkilonithetd (l. tablazat):

M17—SZUBKLONOK

NGF HATAS
gyenge erds
Ras—Asnl7 Ras—Asnl?7
expresszid expresszio
Korai valasz gének indukcidija +++ +
(c—fos, c—jun, zif268, junB,

pip92)

Késdi valasz gének indukcidija — —
(tranzin, SCG10)

Bioldgiai valasz — —
(neuritnovekedés)

I. tablazat: Ras fehérjék szerepe az NGF génexpressziés és bio-
logiai hatasanak kozvetitésében.

az utébbiak teljes gatlasa elérhets, anélkil, hogy a jelkozvetitésben fontosnak tartott
korai valasz gének (c-fos, c-jun, stb.) aktivacidja csokkenne.

A komplex génszabalyozas iskolapélddja: a c-fos promoter

Sy

terkép (11). A legalaposabban vizsgalt példa a korai valasz gének osztalyaba
tartozd c-fos gén promotere (2. abra). Ez a proto-onkogén az AP-1 transzkripcios

faktor egyik
SRE APl CRE/CaRE

— EN = —
— 300 —200 —100 0

2. abra: A c-fos gén promotere




alkotérészét kodolja; az AP-1 szamos cél-gén expresszidjanak szabalyozasaban
vesz részt. A c-fos promoter régidjaban legaldbb 3 f6 enhancer-elemet
azonositottak. A szérum reszponziv elemet (SRE), a szérum reszponziv faktor
(SRF) és az un. ternary komplex faktor (TCF) ismeri fel, szérum és polipeptid no-
vekedési faktorok stimulalé hatasat kozvetiti és a c-fos promoter 6 Ras-reszponziv
elemének tekintik. Az AP-1 helyet Fos/Jun heterodimerek vagy Jun/Jun
homodimerek (AP-1 faktorok) kotédése aktivalja és eredetileg forbolészter-indu-
kalhato elemként irtak le. PC12 sejtekben azonban ezt az elemet NGF is aktivalja,
méghozza Ras-fuggé és protein kinaz C-fuggetlen madon, szabalyozésa tehat
sokkal bonyolultabb, mint azt eredetileg gondoltak (9). A cAMP-reszponziv elemet
(CRE) a CREB fehérje kotédése stimulalja, ezt viszont a protein kinaz A (cCAMP-ut),
a kalmodulin-figgé kinazok (Ca**-ut) és a CREB kinaz (NGF-stimulalt, Ras-fliiggé at)
egyarant képesek aktivalni (12). A c-fos promoter példaja kitlin6en mutatja, hogy az
ugyanarrol a jelatviteli fehérjérél (pl. a TrkA receptorrol) divergald szignal transzduk-
ciés utak ugyanazon promoter kiilonb6z6 enhancer elemeit képesek szabalyozni,
(pl. SRE, AP-1, CRE), és forditva: konvergalé utak végzédhetnek ugyanazon a cisz-
hatasu szekvencia-elemen (pl. a CRE szabalyozasa). A jelatviteli utaknak ez a
bonyolult halézata rendkivil finom szabalyozast tesz lehetévé, ugyanakkor igen
nehézzé teszi az egyes utak azonositasat és jelentéségiik tisztazasat.

Ras-fiiggo transzcitoplazmatikus fehérjekinaz kaszkadok PC12 sejtekben

Az elmult 3 évben rendkivil gyors haladas tortént a novekedési faktorok
receptorairél a sejtmagba torténé jelatviteli lanc egyes komponenseinek
azonositasaban. Az erdfeszitések jelentds része a folyamatban részt vevé
citoplazmatikus fehérjekinaz rendszerek vizsgalatara koncentralédott: e témaban
szamos kozlemény és tobb kitliné 6sszefoglald készllt (k6zulik az egyik legutolsd
Marshall review-cikke /13/). A lassan 6sszeallé6 kép egymassal parhuzamosan futo,
de tobb ponton kapcsolédd, nagyszami komponensbdl allé fehérjekinaz
kaszkadokat mutat, melyek legtdébb elemét PC12 sejtekben is megtalaltak. A foszfo-
rilaciés kaszkad mellett ezeknek a parhuzamos szignalizaciés rendszereknek masik
kozos jellemzdje, hogy kozponti helyet foglal el bennuk egy fontos és novekedd
tagszamu fehérjekinaz-csalad, a MAPK (azaz mitogén-aktivalt protein kinaz) csalad,
egyik tagja. A MAPK izozimek jelentés szekvenciahomolégiat mutatnak egymassal
és foszforilaciés helyik a célfehériékben S/T-P motivumot tartalmaz: a MAPK-ok
tehat a prolin altal iranyitott szerin/treonin kindzok koézé tartoznak (14). PC12 sej-
részvételérdl tudunk: az ERK (extracellularis szignal altal regulalt kinaz), a JNK (c-
Jun N-terminalis kinaz) és a CREBK (CREB kinaz) (3. abra).
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(3, 4}, Az NGF-receptor ligandstimulaciéjanak
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seiimembran belsd felszinére vonzza a szerin/treonin-specifikus Raf fehérjiekinaz
csalad egyik tagiat. A mifﬂgén valaszt ado sejtekben ez a szeéleskor( expressziot
mutato c-Raf-1 fehare, PC12-ben azonban a csalad mésik tagja, a B-Raf, amelynek
expresszioja néhany neurontipusra  korlatozodik (15). Az aktivalt B-Raf
szerinfosziorilacioval stimulalia a MEK- (T\ﬂ PRK/ERK kinaz)-csaldd PC12 sejtekben

xpresszaldds izozim

enzim, mint az egész Ut, kritikus az NGF-
jelatvitel szempontjabdl: konstitutiv mutdnsa neuritnovekedést indukal, interferélo
mutansa viszont blokkolia az NGF-indukalt differenciaciot (17). A MEK1 keltds
specifitasl Kindz: szu

s

az ERK-t treonin és tirozin oldallancokon foszfori-
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faktorok és az azokat foszforilald fehérjekinazok (pl. Rsk) is vannak. NGF-hatasra az
ERK-k transzlokalédnak a magba, ez a lépés kritikusnak latszik a differenciacios
valaszhoz (13). Jelenlegi tudasunk szerint a Ras/ Raf/MEK/ERK ut az NGF
differenciacios hatasanak f6 kozvetitdje. A c-Jun fehérje foszforilaciojanak
vizsgalata vezetett az elmult 2 évben egy masik transzciptoplazmatikus fehérjekinaz
kaszkad, a Ras/MEKK/SEK/JNK ut feltérképezéséhez (a nagyszamu eredeti
kozlemény listajat a 13, 14 review-cikkek tartalmazzak). Az ut disztalis enzimei, a
JNK-k ubiquiter expressziéju enzimek, amelyek aktivald hatasu szerin-foszforilaciot
hajtanak végre a c-Jun fehérjén. Novekedési faktorokon kivul szamos olyan hatas is
aktivalja ezeket az enzimeket (pl. TNFa, UV-besugarzas, hdésokk), amelyek
stresszvalaszt valtanak ki a sejtekben (innen szarmazik az enzimek masik
elnevezése: stressz-aktivalt protein kinazok, SAPK-k). PC12 sejtekben az NGF,
EGF és UV besugarzas altali aktivacié Ras-fuggs, a TNFqa altal kivaltott JNK-
stimulacié viszont Ras-tdl fliggetlen mechanizmussal valésul meg. A fehérjekinaz
kaszkadban a JNK-oktdl proximalisan elhelyezkedé SEK (azaz SAPK/ERK kinaz)
aminosavsorrendjében és biokémiai jellemz&jében is a MEK analdgja. Kettés
specifitasu kinazként treonin- és tirozin-foszforilacioval aktivalja a JNK enzimeket. A
sor legproximalisabb enzime a MEKK (MEK kinaz). Mint azt neve is mutatja, a
MEKK-et eredetileg a Ras/Raf/MEK/ ERK ut egy, a Raf alternativajaként szereplé
jelatviteli fehérjének tekintették, valészinlibb azonban, hogy inkabb a stresszaktivalt
ut egyik komponense. PC12 sejtekben nagy mennyiségben expresszalddik,
konstitutiv aktivacidja er6sen proliferacio- gatlé hatasi. A Ras/MEKK/SEK/JNK Gt
valamennyi eleme expresszalédik PC12 sejtekben, az NGF-jelatvitelben jatszott
szerepe azonban még nem tisztazott.

A MAPK-csalad ujonnan felfedezett tagja a CREBK (12). Ez az enzim PC12
sejtekben expresszalodik, NGF kezeléssel Ras-fliggé modon stimulalhatd és a
CREB fehérjében ugyanannak a szerinoldallancnak a foszforilaciéjat végzi, mint a
protein kinaz A és a kalmodulin-fliggé protein kindaz. A CREBK NGF jelatviteli
szerepére utal, hogy a CRE-enhancer sziikséges (bar nem elégséges) a c-fos
promoter NGF-indukcidéjahoz, hogy CRE-elemek jelen vannak szamos NGF-
indukalhaté korai (pl. zif268, nur77) és kés6i valasz gén (pl. tranzin, tirozin hidro-
xilaz, periferin, Na*-csatorna génje) promoterében. igy, bar jelenleg sem proximalis
szabalyozé mechanizmusai, sem a neurondlis differenciacidban jatszott pontos
szerepe nem ismert, a CREBK-al kapcsolatos vizsgéalatok valdsziniileg érdekes
eredményeket tartogatnak szamunkra.

A MAPK-csaléd tovabbi tagjainak (pl. az FRK /c-Fos-regulalé kinaz/ enzimnek
(18), I. 4. abra) szignal transzdukcios szerepét is vizsgaljak, az NGF-jelatvitelben
valo részvételikre azonban még nincsenek adatok.
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Az AP-1 aktivitas szabalyozasa

A kép tehat rendkivil bonyolult és véarhatd, hogy tovabbi szerepl6k
felfedezésével, részletek tisztdzasaval még komplexebbé valik.
illusztralasara alljanak itt annak a szignal transzdukciés haldzatnak a f6 elemei,
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4. abra: Az AP-1 transzkripciés faktor szintjének és ak-
tivitasanak szabalyozasa.

amely halézat egyetlen transzkripcios faktor, az AP-1 szabalyozasat végzi (4. abra).
Az AP-1 faktor a fos és jun proto-onkogén csaladok tagjai altal kodolt fehérjék
dimérje, amely szamos, promoterében az AP-1-re specifikus enhancer elemet
tartalmazo geén atirasat szabalyozza. A sejt nyugalmi AP-1 aktivitasa egyebek
mellett novekedési faktor stimulacioval fokozhatd. A serkentés transzkripcionalis és
poszttranszlacios szinten egyarant érvényesul. Novekedési faktor hatasra a Ras
kozvetitésével a c-fos és c-jun gének aktivacioja kovetkezik be, ezt az ERK --> TCF,
a CREBK --> CREB és a JNK --> AP-1 foszforilacidos események kozvetitik. (Nyuga-
Imi sejtben az AP-1 Jun homodimerekbd! all, igy az FRK aktivacié ekkor még nem

jatszik szerepet.) A génindukcid kovetkeztében uUjonnan szintetizalt Fos és Jun

Ennek
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fehérjék jelennek meg a sejtben, amelyek stimulalo jellegli foszforilacidjat elsésor-
ban az FRK és JNK enzimek végzik. Az emlitett hatasok kovetkeztében az AP-1
aktivitas emelkedik, ami tovabbi génexpressziés véltozasokhoz vezet. Az AP-1
stimulaciét természetesen szamos egyéb tényezd befolyasolja: a cellularis
kornyezet (egyes fehérjekinazok és transzkripcios faktorok expresszidja szovetspe-
cifitast mutat), egyéb agensek (a transzkripcids faktorok aktivitdsat masodlagos
messengerek moduléalhatjak, pl. a cAMP --> PK A rendszer a CREB-ét, a diacilglice-
rin --> PK C ut az AP-1ét, stb.), egyes kinazok gatlé foszforilaciot is végezhetnek (pl.
az ERK-k 4&ltal végrehajtott c-Jun foszforilacié), foszfoprotein foszfatadzok
moddosithatjak a transzkripcios faktorok foszforilaltsagi szintjét.

Modell-rendszer parhuzamos NGF-jelatviteli utak vizsgalatara

A jelatviteli halézatokat alkoté utak tanulmanyozasanak bevett modszere az
egyes utak szelektiv gatlasa és a kovetkezmények vizsgalata. Egyéb mddszerek
(tébbé-kevésbé specifikus gatiészerek alkalmazasa, antisense oligonukleotidok
expresszibja, specifikus antitestek mikroinjekcidja) mellett bevalt eljaras dominans
moddon gatldé mutans fehérjék bevitele a vizsgalandd sejtekbe. A mddszer elénye,
hogy stabil transzfekcidval a mutans fehérjét expresszalo sejtvonalak izolalhaték és
részletes biokémiai vizsgalatok végezhetdk rajtuk.

Dominans negativ Ras-fehérjét termelé PC12 sejtvonalaink modellként
hasznalhaték a Ras szerepének vizsgalatara az NGFjelatvitelben. Eltéré mértékben
Ras-fliggé utak szelektiven vizsgalhatok és tanulmanyozhatdk (1. |. tablazat).
Jelenlegi munkank kézéppontjadban a korai és késdi valasz gének indukcidja és a
biolégiai hatas kozotti kapcsolat tanulmanyozasa all. ElGkisérletek tantusaga szerint
a c-Fos és Zif268 korai géntermékek szintézise és foszforilacidja nem elégséges a
késGi valasz gének indukcidjanak és a neuritnévekedésnek a kivaltasahoz. Egy
masik kisérletsorozatban kilonb6z6 mértékben Ras-fliggé, NGF-indukalhaté
géneket keresiink a differential display mdédszerével (19); az eddig talalt, kilénbozé
sejtvonalainkban eltéréen expresszalédé cDNS-ek tovabbi vizsgalata hasznos
informaciot szolgaltathat a génexpresszié és neurondlis differenciacio kapcsolatanak
megértéséhez.
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A PROGESTERON-FUGGE IMMUNMODULACIO SZEREPE A TERHESSEG ALATT
Szekeres-Barthé Julio POTE Mikrobiolégiai Intézet

Immunologiai pérbeszéd az anya és magzata kozott

A magzat, amelyet genetikailog kulénbdzd equedex hoznax létre, fele részben apai, az dnya szdmdra
idegen antigéneket hordoz. Vérhaté lenne, hogy oz anyai immunrendszer reagdl az idegen antigének
jelenlétére és a ‘graftot’ kiloki. A terhességek tobbségében a “kilok&dés' nem kovetkezik be, ezért
feltételezhetd olyan mechanizmusok mikodése, amelyek vagy a felismerést, vagy pedig a felismerés nyoman
lérejott immunoldgiai reakcidt gétoljak.

Jelenlegi ismereteink szerint a magzat jelenlétének immunolégiai felismerése nem eqyszerlen nem
kéros, de feltétlentl szikséges is ahhoz, hogy beinduljonak azok a mechanizmusok, amelyek tovabbiakban
meqvédik a magzatot az anyai immunrendszer tdmaddasatél. A Felismerés szokséges voltét a kdvetkezd adatok
tédmasztjék alé:

a) Habitualisan vetéld asszonyok és férjeik kozétt lényegesen gyakoribb a két vagy tebb hisztokompatibilitdsi
(HLA) antigenben vald megegyezés, mint més hézospérokbon], és az anydk apai vagy idegen leukocytdkkal
torténd immunizélésa javitja oz élvesziletési ardnyt 2,

b) Spontdn magas abortusardnyt mutatd egértdrzsben a vetélés kivédhetd apai Iépsejtekkel torténs elbzetes
immunizaléssal3, ill. az anydk immunrendszerének nem specifikus stimulaléséval?.

<) Az antigenfelismerés és a kovetkezményes lymphokin termelés mértéke egerekben korreldl a megszUletett
magzat noguségévols.

A magzat és az anya immunoldgiai kopcsolata kétoldald Folyamat. Az interakcidt magzati részrél a
magzatra jellemz8 antigenek prezentdlésa befolydsolja, onyai részr8l pedig azok felismerése és az
immunolégiai reakcid mértéke. A trophoblast magzati eredetl szévet, és a terhesség alatt folyamatos, allandd
kapcsolatban &ll az anyai vérrel, tehdt elsérendlien ez oz a felilet, ahol a magzati antigenek felismerése, ll.
az anyai immunvélasz effector fézisa lejétszéchat. A trophoblast klasszikus polymorph hisztokompatibilitdsi
(HWA) antigeneket nem fejez ki6, de jelen vannak rajta egyebek kozott trophoblast specificus antigének és |
osztélyd monomorph HLA antigének (HLH-G)7. A HWA-G rendelkezik oz |. osztélyd HLA antigen keretének
(A.B.Q) jellemz&ivel, hibnyzik azonban réla az equénre jellemzé specificitsokat biztositd polymorphizmus. A
trophoblaston kifejezett HLA-G mennyisége a gesztécid sordn folyamatosan valtozik8. Feltételezhets, hogy a
HWAR-G a foeto-maternalis immunologiai kapcsolat kulesfigurdjo. A foeto-maternalis hatarterUletet  alkotd
trophoblast nem érzékeny a transzplantdciés immunitdsra. Bar lymphokin aktivalt killer sejtek képesek
elpusztitani o trophoblastot, ez a sejtféléséq rezisztens a cytotoxicus T lymphocytdék és a természetes dlésejtek
(NK) medialta lysissel szemben® 1. A cytotoxicus T lymphocyték szémdra a célsejt felismeréshez szikséges

oz | osztélyd polymorph HLA antigenek jelenléte, oz Jjobb adatok szerint pedig oz NK sejtek célsejtfelismerése
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éppen ezen antigenek hiénydnak felismerésén alapul 2 €lképzelhetd, hogy a trophoblast a monomorph HLA-
G-t *alarcként” haszndlja. A cytotoxicus T lymphocyték azért nem ismerik fel targetként a trophoblast sejteket,
mert a rajtuk levé HUA antigen nem hordoz polymorph determindnsokat, az NK pedig azért, mert jelen van
rajtuk az elsé osztalyy HLA-ra jellemz8 keret antigen (A-8-C). llyen médon a HA-G jelenléte megvédheti a
trophoblastot a kdrosftd effetor mechanizmusoktdl.

Az anyai immunrendszer felismeri az idegen antigeneket (bizonyftott tény az anti-paternalis és anti-
placentalis anyai immunvaélasz megléte) és valtozatos védekezési mechanizmusokkal vélaszol.

A védekezés eguik lehetséges mddja a blokkold jellegl antitestek termelése, amelyek a megfeleld
antigeneket lefedve gdétoljdk az effector mechanizmusokat. Padanyi és mtsai. 13 terhes osszonuék serumdaban
trophoblast specificitdst blokkold aktivitast ellenanyagokat mutattak ki, amelyek habitualisan vetéld nék
serumdbdl hidnyoznak. Margni és mtsai. 14 adatai szerint a eqgészséqges terhes nék placentjérdl nagy
mennyiségben oldhatdk le olyan aszimmetrikus IgG ellenanyagok amelyek az eguik Fab részen levd extra
cukormolekula sterikus gatlé hatdsa miatt nem képesek effektor funkcidkat ellatni.

A masik igazolt mechanizmus a suppressor funkcidjo sejtek megjelenése a decidudban. Magas spontan
abortus arényt mutatd egerekben a decidualis suppressor activitas kisebb, mint normal egértérzsekben. A
suppressor hatésért két kuldnbozé fenotipust sejt felelds. A pre- és periimplantatios fézisban CD8+T sejtek
mutatjék ezt a sajatsdgot, mig a postimplontatios fézisban non T non B sejtek, melyek eqy TGFB 2-vel rokon
molekuldt termelnek 1. A T sejtek részvételére utal, hogy az IL-10 elimindlésa a terhesséq alatt kdros a
foetalis fejlédés szempontjébéll 0. Azok az eqerek, akiket IL-10 gen torlésével IL-10 deficienssé tettek, stlyos
kdrosoddsokkal szUlettek, nagysaguk pedig az ugyanazon anydtdl sziletett tobbi egérnek csak kétharmada
volt! 7. Abortals eqértorzskombindciokban T sejt cytokinek, pl. IL-3 és GM-CSF gdétoljék az abortus lérejottét,

ezzel szemben a T sejtek elimindldsa fokozza oz abortusardniyt.
Progesteron foggd immunolégiai szabélyozés

A terhesség alatt a sejt kozvetitette immunvalaszadési készség csokken. Terhesek seruma nagy
mennyiségben tartalmaz a terhesség alatt fokozott mennyiségben , ill. kizarélag a terhesséq sordn termelbdé
hormonokat. A P jelenléte az emlSs fajok jelentds részében elengedhetelen a terhesség fennmaradasahoz.
€mberben a corpus luteum elégtelensége o terhesség megszakadasdt eredményezi. A P immunolégiai
hatdsai régéta ismer tek. A hormon magas koncentracibival terténd lokdlis kezelés meghosszabbitja a xeno-
és allograftok wigleser! 8. In vitro korUimények kozott pedig pharmacologiai koncentracidkban gétolja nem
terhes donorok T sejfjeinek activaléddsat és befolyasoljia a cyotoxicus T lymphocytdk valamint suppressor

sejtek indukciéjétw.
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Lymphocyta Progesteron receptorok (PR)

A lymphocyta PRok felfedezéséhez az a megfigyelés vezetett, hogy terhes nék lymphocytdinak P
érzékenysége mintegy szézszorosa a nem terhes donorok lymphocytdibon mért értéknek20. Mivel a
lymphocytak P sensitivitdsénak feltétele a megfeleld suriséqy, funkcionalis PRok megléte, feltételezhetd volt,
hogy a lymphocytdk terhesség alatti fokozott P érzékenységének hdtterében a lymphocytékon megjelend P
kotS helyek élinak. PR-specificus monoclonalis ellenonyag segitségével terhes nék lymphocytdin PRokat (PR)
mutattunk ki. Nem terhes donorok lymphocytéin ilyen kotéhelyek nem voltak detektélhotékQLQQ. A PR-t
hordozé lymphocytdk tobbsége CD8+ fenotipusy és v/8 T sejt receptorral rendelkezik.

A PR pozitiv lymphocyték arGnya a peripherids vérben a terhesség el6rehaladasdval fokozddik, és a
terhesség spontan megszakaddsdval jérd pathologids dllapotokban  csekken. Szulés, koraszUlés ill. spontan

vetélés alatt a PR pozitiv lymphocytdk arénya igen olocsoanQ.
A lymphocyta PR-ok expresszidjGnak szabblyozésa

Mivel a lymphocyta PR-k jelenléte latszolag ¢sszefigg a gesztdciéd fennmaraddsdval, mig a terhesséqg

megszakaddsat ezen kotdhelyek hidnya jellemzi, felmertl a kérdés, hogy milyen stimulus inditio meg a
terhesség kezdetén a lymphocyta PR-ok kiclokuldsét, és mi oz oz ok, amely a terhesség spontén
megszakaddsdval kapcsolatban ezen receptorok eltinéséhez vezet.
A klasszikus endocrin szévetekben tapasztalhaté hormon dependens PR reguléciéval ellentétben a lymphocyta
PR-k megjelenése a lymphocyta activiltségi Gllapotéval figg ssze. Normdl nyugvé lymphocytékon sem a PR
mRNS sem a receptorfehérie nem mutathatd ki. Mindkettd detektdlhatéva valik azonban a lymphocytdk
mitogen vagy alloantigen stimulcidja utan21.23,

Az in vitro adatok in vivo relevancigjat bizonyitja az a tény, hogy transzplantacién Gtesett és transfundalt
betegek periférids vérében a terhesekéhez hasonldéan magas a PR-t tartalmazd sejtek orénqo%. €z egyben
arra is utal, hogy a terhességgel kapcsolatban a magzot &ltal kifejezett idegen antigenek felismerése lehet
felel6s a lymphocyta PR-ok kialalkulds&ért.

€zek utdn kézenfekvd feltenni a kérdést, hogy melyek azok a receptorok a T sejteken, melyeknek ingerlése
kivalja a P-receptorok megjelenését, és melyek azok az antigének, amelyek PRokat indukdlnak. €lézetes
Kisérletek szerint o CD3 molekula kétése vagy lymphokin aktivacid elegendd a receptorok indukcidjéhoz.
Transfectalt sejtekkel végzett kisérletek eredményei azt mutatjék, hogy a lymphocytdk Lvagy Il. osztélyd
rtranszplantéciés antigenekkel vald stimulécidja kivaltja a PR-ok megjelenését. A monomorph HLA antigenek
(HLA-G) nem indukdlnak PR-t, mi tobb, gdtoljdk a mitogen indukdlta PR expressiét, ami orra enged
kovetkeztetni, hogy a HUA-G ebben a rendszerben szabalyozd hatést fejt Ki2>,
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A kovetkezd megvélaszolandd kérdés az, hogy hol talélkoznak ezek a PGR-t indukdld antigenek oz anyai
immunrendszerrel. A hemochoridlis tipust placentékban a monomorph MHC antigen expressiét mutatd
trophoblast sejtek kozvetlen kapcsolatban dlinak az anyai vérrel.- Az egyes emlés fajokban a terhesség
idétartama tobbé-kevésbé ardnyos az dllat, kovetkezésképpen a placenta méretével. Kézenfekvének tinik az
a feltételezés, hogy a terhesség befejez6dését a placenta dregedésével kapcsolatos események (pl. a
placenta antigenitasénak véltozésa) inditjiék meg. €lképzelhetd, hogy a monomorph HLA antigenek kifejezd-
désének a gesztécid elérehaladdsdval kapesolatos véltozdsa szerepet jatszik a terhesség megszakaddsakor o
lymphocyta PRok eltlinésében.

A trophoblast sejtek PR indukdléd képessége gesztdcids kor elérehaladtdval csdkken, mi tobb, a szUléskor
nyert placentdbdl szarmazé trophoblast sejtek a mitogen indukdlta PR expressidt is gdtoljék, ami arra utal,
hogy a korosodd trophoblast sejtek olyan felszini struktirékat fejeznek ki, amelyek befolydsolhatjdk a
lymphocyta PR indukciét. ’

Bizonyos sejtek membran-fluiditdsa és antigenitdsa ill. immunogenitésa kézott kapcsolat &l fenn. A

membran fluiditasdnak cstkkenése az immunogenitds fokozdddsdt vonja maga utan20, Cholesteryl-
hemisuccinat (CHS) beépftésével rigiddé tett membrénd, elsd trimesterbdl szdrmazd trophoblast sejtek
elvesztik PR indukdld hatésukat, ami megengedi azt a feltételezést, hogy olyan felszini strukturék jelennek
meqg rajtuk, melyek a receptorexpressid ellen hatnakZ>. A Qesztdcié korai id8szakdban a fiatal, fluid
membrany trophoblast sejteken a monomorph MHC termékek nem mutathatdk ki, és ezek a sejtek képesek a
lymphocytékban PR-t indukdlni, mig terminusban a rigid membrénd monomorph MHC antigeneket kifejez8
trophoblast sejtek gdtoljék a lymphoayta PR expressziét. Megjegyzend8 még, hogy a mlvi megszakitasbdl
szérmazd sejtek synaytiotrophoblast microvillus membrénjai significansan fluidabbak, mint akér o spontan
abortusbdl, akdr a szUlésbdl szdrmazd sejtek membrénjoi97.
Mindezek alapjan elképzelhetd a kovetkezd mechanizmus mUkedése (1. dbra). A placenta érése és
differencidlédasa (“éregedése’) sordn a trophoblast sejtek membranfluiditasa megvéltozik, ami megvéltozott
antigenprezentdcidt ll. a felszini strukturdk megvaltozott kifejezédését eredményezi. €quebek kozott a HLA-G
fokozott expresszidja is elképzelhets, amely a PR indukcié gatlésat eredményezné.

Szentégotai Jédnos : TUDOMANYPOLITIKAI STRATEGIANK UJ VONASAI
Magyar Tudomdny 1981 (6).

A stratégia Ujragondoldsdnak elidegenithetetlen része a tudomd-
nyos teljesitmény objektiv mérése : egyének, kutatdhelyek, tudomd-
nyos egyidttmikodések és folydiratok vonatkozdsdban egyarént. A
teljesitmény és hatékonysdg- orientdltsdg minden més
elé helyezendd.

A tudomdnyos munka célja és értelme nem a kdzlés - ezt végre
egyszer mdar észre kell venniink - hanem az illetd terililetet eldbb-
re vivde kutatdsi eredmény.
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3. TRIMESZTERBOL
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1. dbra A trophoblast membranfluiditdsénak hatdsa a PR indukcidra
A lymphocyta PR expresszié funkcionalis kdvetkezményei

A tobbi steroid hormonokhoz hasonléan a P hatésai is medidtorfehériéken kereszUl valdésulnak meg. A
receptor a hormonkétés utédn a magba transzlokdlédik, genexpresszidt indukal és de novo fehérjeszintézist
indtt el28. A P immunologiai hatésait eqy 34 kD fehérje, a P Indukdlta Blokkold Faktor (PIBF) kozvetiti®?
(2.4bra).

P

Immunoldgiai
hatdsok

A
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> > PIBF » 1
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REGULACIO Anti-abortfy
hatds

2. &bra A progesteron-figgd immunmodul4cié vézlata

A PIBF gdtolja az arachidonsav felszabadulést2?,  immunmoduldtor tulajdonségokkal rendelkezik30 és
egerekben anti-abortiv hatasg>1-33. A PR-ok blokkoldsa gdtolja, a glucocorticoid receptorok blokkolasa
azonban nem befolydsolja a fehérje termelését.
A fehérje immunolégiai hatdsai kozé tartozik az NK aktivitds gatlésa, suppressor funkcidjd sejtek indukcidja
valamint a cytokintermelés equensilydnak megvaltoztatdsa.

Az NK aktivitds kulcsszerepet jatszik a terhesség megszakaddsdban. Gendron and Baines>4 karosodott

egér magzatokban és placentdikban NK sejtes infiltrdciét mutattak ki. €gérben vetélés idézhetd el magas N
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aktivitdsy  1épsejtek tronszferjéveiss, és a magzati kdrosodds mértéke befolydsolhatdé az NH  aktivitds
moduldlasdéval.

Normalis lefolyasd human terhességben az NK aktivitds lényegesen alacsonyabb, mint nem terhes
equénekben. Ismeretlen hdtter(i spontan vetélések gyakran fokozott NK aktivitdssal jarnak egyitt, és szulést

megel6z8en az NK aktivitds emelkedése mutathatd ki,

A PIBF in vitro karulmények kozott gétolja az NK aktivitast>0, fgy hozzdjérulhat annak terhesség alatti alacsony
szinten tartdséhoz, tehdt a lymphocytdk PIBF termels képessége a terhesséq kimenetele szempontjdbdl fontos
szerepet jatszhat.

PIBF-specifikus ellenanyag segitségével kimutathatd a PIBF jelenléte a lymphocytdkban. Hétszdz terhes
asszony lymphocytdinak PIBF expresszidjdt vizsgdlva ozt tapasztaltuk, hogy a habitualisan vetéls ndk, ill.
spontan  terhességmeqgszakadds  klinikai  tUneteit mutatd asszonyok periférids vérében  szignifikGnsan
alacsonyabb a PIBF pozitiv sejtek ardnya, mint az egészséges terhesek periférids vérében. Significans negativ
korrelaciét sikerult kimutatni a PIBF expresszié és az NK aktivitds mértéke kozottS /. €zek a megfigyelések arra
utalnak, hogy a PIBF in vitro kérulmények kozétt megfigyelt NK aktivitdst befolydsoléd hatdsa in vivo is mUkadik
és bioldgiai jeletéséggel bir.

A PIBF hatdsa a cytokintermelés mintdzatdra

Ismert, hogy a terhesség alatt az intracelluldris pathogenekkel szembeni érzékenység fokozott, és az
immunvélasz a humordlis irdnyba tolédik el.

Az anyai immunrendszer és a magzat kozt kétoldald kapesolat &ll fenn.

1) Az anyai immunrendszer eldseqgitheti vagy gétolhatja a magzat ndvekedését.

2) A magzati antigenek az anyai immunvélaszt humoralis irdnyban toljék el.

A fenti dllitésokat a kovetkezd megfigyelések tdmasztjdék ald.

ad 1. Spontan abortdld egyénekben allogen lymphocytakkal ill. MHC molekuldkkal vald immunizélds javithatja
a foeto-placentalis egység tlélési esélyeit ill. nevekedését.

A szokdsosndl nagyobb a placentdval rendelkez8 MRL lpr/lor homozygota egértérzsben fokozott T sejt
proliferacié és phagocytosis figyelhetd meg. A T sejt aktivitds anti-T sejt monoclonalis ellenanyaggal térténd
kozonbositése normalizélja a placentalis porométereketsg.

Normdl egértérzsekben a T sejt aktivitds gatldsa fokozott mérték(i magzati kérosoddst eredményez. A T
sejtekkel nem rendelkez8 nude egerek placentdja a normdlisndl kisebb és a T sejt aktivitds neutralizéldsa nem
befolydsolja a placenta méretst3S,

Valésziml, hogy a T sejtek ezen hatdsukat cytokineken keresztdl fejtik ki, tehdt, hogy a normdlis placentalis

novekedés a lokdlis cytokin termelés ellendrzése alatt all. A T sejtek az dltaluk termelt cytokinek alapjan két
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csoportba oszthatdk. A Th sejtek termelte cytokinek (I1-2, TNF, IFNy) a celluldris immunvalaszt foxozzak, m'g o
Th? sejtek altal termelt cytokinek (IL-4, IL-5, IL-10) a humordlis vélaszt seg'tik.

€ques cytokinek (GM-CSF, 113 és (SF1) fokozzdk a trophoblast ndvekedését és differencidlddasat, novelik o
placenta méretst>8. 12, INF és IFNy ellenkez8 hatast fejtenex ki. Mivel utébbiakra szikség van az
infekcidkkal szembeni rezisztencia szempontjabdl, valdszinG, hogy normdlis kordimények kézott a kétféle tipust
atokin termelése eguensulyban van, de specidlis esetekben (pl. terhesséq) az ardny eltolddnat.

ad 2. A terhesség alatt a celluléris immunitas csokkent mértékd, mig a humoralis immunvélasz fokozddik. Az
inkd&bb celluldris tipust autoimmunités kategdridjdba sorolhatéd rheumatoid arthritisben szenvedd nék minteqy
70%-6nak dllapota javul a terhesség alatt. mig a humordlis pathogenezis Systemads Lupus €ngthematodes-
ben szenvedd ndk dllapota romlik a terhesség alatt. A terhesség sordn intracellularis pathogenek dltal okozott
fertézések pl. coccidiomycosis, malaria, toxoplasma és T8C is felldngolhatnak, az NH aktivitds csokkenése
kovetkeztében. €zek a jelenségek amra utalnak, hogy a terhesséq alatt THR tilstly alakul ki.

A TH1 sejtek altal termelt cytokinek az L2, TNF, IFNy a terhesséqg kimenetele szempotjabdl kedvezétlen
hatdsték. Az IFNy cytotoxicus T lymphocytakat és aktivalt NH sejteket indukdl, egyidejlleg gdétolva a B sejt
fejlédést. A TH1 valasz tehdt a trophoblastot karositd, fokozott NX sejt aktivalédashoz vezethet. A foeto-
placentalis eqyséq ez ellen TH2 tipust cutokinek termelésével védekezik. €gér placentdk tenyészetei a
terhesség mindhdrom trimesterében L4, IL5 és IL10-t termelnek, ezzel szemben IFNy alig mutathatd ki. A
normal placentalis sejtekkel stimuldle lymphocytdk TH2 tipust cytokineket termelnek. Vetélésbdl szarmazd
placenték ugyanilyen kordimények kozott TH1 tipust vélaszt indukalnak38.

PIBF jelenlétében mitogen aktivalt lymphoatdk cytokintermelése megvaltozik. Az IL10 termelés  tizszeresére
emelkedik, és hasonlé vélasz mutathatd ki a tobbi ThE cytokin esetében is. Az IL12 nevd nemréq felfedezett
Th1 tipust cytokin hatdsa oz NK aktivitas fokozdsa. Mitogennel aktivalt lymphocytdk ILT12 termelése fokozodik,
és ezt a hatést PIBF jelenléte kivedid8.

Adataink ama utalnak, hogy a PIBF a cytokintermelés mintdzatdnak megvdaltoztatdsa révén befolydsolja a

celluléris immunvélasz, kilondsképpen a terhesség megszakadasdban szerepet jatszé NH aktivitds mértékét.
A PIBF hatdsa a B sejtek funkcibjara

Az elbbiekbd! lathatd, hogy a PIBF cytokinek kozvetitésével csokkenti a celluldris- és  fokozza a humordalis
immunitast. Kérdés, hogy van-e a PIBF-nek direkt hatdsa a B sejtek dltal termelt antitestek mindségére. Ismert,
hogy a B sejtek 4ltal termelt ellenanyagok eqy része az equik Fab région jelenlevd oligoszacharid csoport
jelenlétének koszénhetSen aszimmeltrikus szerkezett! 4. Az ilyen antitestek nem képesek az antigént
precipitélni, valamint egyéb effektor funkcidkat elldtni (komplement-kotés, cytotoxicitds). Mivel az antigént
ugyanolyan  offinitéssal ketik mint oz azonos  specificitdst  szimmetrikus  immunglobulin - molekuldk, az

immunreakcidkban inkabb  blokkold antitestekként hatnak, mint effextor molekulaként. Az aszimmetrikus
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antitestek ¢sax az 1gG osztalyban fordulnak eld, annak normdlis kordimények kozott minteqy 10-15 %-At
teszik Ki.

€zeknek a blokkold antitesteknek szerepe lenet a ternesséq sordn a magzat immunolégiai védelmében.
Normadlis terhességre jellemzd az aszimmetrikus antitestek megndvekedett orénuom. Anti-TNF monoclonalis
ellenanyoagot termeld hybridoma sejtek seqgitségével vizsgdltuk a PIBF hatdsat az immunglobulin termelés
mindségére. A PIBF jelenlétében tenyésztett sejtek dltal termelt immunglobulin  populécién beldl oz
aszimmetrikus molekuldk ardnya tobbszérdsére novekedett0. €2 oz aszimmmetrikus I9G populécid a
konvenciondlis anti TNF ellenanyagokkal ellentétben nem volt képes a TNF cytotoxicus hatdsdnak
neutralizdldséra. €zek az eredményel megengedik a Kovetkeztetést, hogy a PIBF hatéséra o B sejtek ltal
termelt ellenanyagok mindsége megvditozik. Fokozddik a blokkd hatdsy ontitestek, ecydejlleq csokken az
effektor hatdssal rendelkezd molekuldk szintézise. €z a jelenség a magzat dltal kifejezett antigenek elfedése
révén szerepet jatszhat a mdgzot immunologiai védelmében. Aldtémasztja feltételezésinket az a ténQ, hogy
egészséges terhes ndk szérumdban az aszimmeltrikus ell'enonvogok arénya szignifikdnsan magasabb, mint a
nem terhesekében. Magas NH aktivitdssal jard hobitualison vetsld nék seruméban az aszimmetrikus
ellenayagok ardnydnak ndvekedése elmarad. Tovabbi indirekt bizonyttéknak tekinthetd az a tény, hogy
egerekben a terhesséq alatti PIBF termelés qdtldsa, ill. a PIBF hatdsénak neutralizdldsa az aszimmetrikus

ellenanyagok ardnydnak jelentds csokkenésével jar.
A PIBF biol6giai szerepe

Az eddig felsorolt adatok kozvetett mddon utalnak a PIBF-nek a normdlis terhesséq fenntartdsdban jatszott
szerepére. Az 6sszefliggés direkt bizonytékat dlldtkisérletek szolgdltatjak.

1) €gérkisérletek eredményei aldtémasztjdk azt a feltételezést, hogy a terhesséq alott a krénikus alloantigén
stimulécio felel6s a lymphocyta PR-k kialokuléséért és a P medidita immunmoduldcié meginduldsdéért.

Terhes egerek PR blokkoléval (RU486) vald kezelése doézisfUggd mddon vetélést idéz elb. Apai sejtekkel
elézetesen alloimmunizdlt dllatokban ugyanazon RU486 dézisok abortiv hatdsa lényegesen kisebb. A jelenség
azzal magyardzhatd, hogy alloimmunizdlés koévetkeztében megndvekszik a lymphocyta PR-ok széma, tehdt az
antiprogesteron eredeti dosisa mar nem elegendd a megndvekedett széml receptor lekotéséhez, ami oz
abortiv hatds csokkenésében nyilvanul meggs‘

€zek az adatok azt bizonyitjak, hogy a progesteron-dependens immunomodulator mechanizmus
m0kodésba lépése oz anyai immunrendszer megfelels stimulGcitjénak Figgvénye.

?) PR blokkoléval (RU 486) kezelt egerekben a terhesséq megszakad. €zen egerek lépsejtjei kozott a PIBF
termeld sejtek ardnya jelentSsen cstkken, amit az NH aktivitds emelkedése kovet. A PR blokkoléval
equdejlleq adott PIBF kezelés a PR blokk abortlv hatdsat kivedioZ, tehat a blokkold Faktor termel6désének
és egyben a gesztécié sikerének o PRok mikodSképessége a feltétele. A fentiekbdl ara lehet
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[ hogy o un<ciondld PR-t nem tartalmazd sejtex még megfeleld P «indlat mellett sem <épese~ a
medidorensgje termelésére. A blokkold anyag hidnyaban a localis NH activitds felszaondul a gatlas aldl, es
ez eddig meg nem egészen tisztazott mechanizmus Utjdn megindtja a terhesség megszakaddsanoz vezetd
foluamatokat.
3) A PIBF onti-abortfy hatdsa az NH activitas gétlasén keresztul valésul meg. A foxozott NH activitds
bizonyitottan szerepet jatszi a terhesség megszaxadasdban egerekben. Ternes Balb/c egerekben magas NH
activitdst 1épsejtek transzferjével abortus idéznetd el632, s a PIRF ezt a hatdst kivedi>3. €z ara enged
kovetxeztetni, hogy a oloxxold factor NK activitdsra in vitro kifejtett hatdsa in vivo is érvényesul és bicldgiai
jelentdséagel b

€oéroen PI3F kezeléssel megakaddlyoznatd a ternesség idé elétti megszaxaddasa. A fehérje in vivo
natdsat dizonyltja, nogy a fiziolégidsan termel8dott PIBF biolbgiai hatésénak spcificus ellenanyaggal volb
semlegesitése a terhesség megszokaddsét idézi el6*!. Az anti PIBF-el xezelt eqerek lépsejtjeinek IL10

termelése sokken, IFNy termelése és NK aktivitdsa Fokozddikt! (3. Gbraj.

- L alacsony
LCT) —= PIBF 5@%) =% NK aktivitas
norm. terhesség
) <4 PIBF ;&@ s, magas NK
Chl aktivitas

1

—=% PIBF abortus

+
anti-PIBF

3. dbra A PIBF szintézis gdtidsa vagy a PIBF hatés semlegesftése Thl tipusd cytokin tdlsulyt indukél és a
terhesséqg megszokaddsdt idézi eld

Az eredmények arra utalnak, hogy a PR-ok blokkoldsa a PIBF termelés qdtldsan keresztl vezet a
teresség megszakadasahoz. Az intact, mikoddképes PRral rendelxezd lymphocytdkban a P jelenléte blokkold
fenérje termeléseét eredményezi. €z a fehérje gatolja az NX aktivitdst. Ismert, hogy az NH aktivitds fokozdsaval
egerekoen vetélés valthatd Ki, oy feltehetdleg a PIBF az NK aktivitds alacsony szinten tartdséval jérul hozzd a
ternesseg normalis lefolydsdnoz. Ha a PR-okat bdlokkoljuk, PI3F nem termelédik. A PIBF immunolédgiai
natasanak hidnyabon énaerjesztd folyamat alakul ki, melynek eredménye az NX aktivitds foxozdddsa, a

ternesséq kovetkezmeényes megszasadasaval.
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Fehérje szintézis human thrombocitdkban
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A thrombocitak a megakariocitdkbol kiszabadulva mag nélkuli citoplazma
fragmentekként kertlnek a vérkeringésbe, majd ezt kévetéen megkozelitéleg 10
napig tartdzkodnak a periférian. Kérdés ma is, hogy a vérben ezalatt a 10 nap alatt
valéban képesek-e fehérjéik ujraképzésére? A valasz akkor helyes, ha azt allitjuk: a
fehérje szintézist in vitro tanulmanyok indirekt médon alatamasztani latszanak.

A bizonytalansag szikségszerilen abbdl fakad, hogy a szervezetben a vérrel
keringé thrombocitdk in vivo viszonyaira vonatkozéan nem rendelkeziink direkt
mérési adatokkal. Latszélag ugyanis konnyl lenne kisérleti- allatokat jelzett
aminosavakkal kezelni és a fehérje szintézist a thrombocitakban detektalni. Ily
modon azonban a fehérjék jelol6dése mar a megakariocitakon beldil is [étrejonne,
miel6tt még a thrombocitdk a keringésbe kikertlnének s ezért a kérdést igy nem
lehetne megvalaszolni.

Ma mar ismert és jol dokumentalt, hogy a thrombocitdk mRNS-eket
hordoznak, komplett fehérje szintetikus apparatussal valamint elegend6 energia
utanpotlast biztositd mitokondriumokkal is rendelkeznek [1-6].

Warshaw 0ttér6 munkajat kovetéen (amelyben L-leucin thrombocita-
fehérjébe vald beépllését igazolta) [7] szdmos megfigyelés latszott igazolni a

thrombocitak fehérje szintézisét kiilonbozé in vitro médiumokban [1,8-13].

Tul azon a tényen, hogy a thrombocitdk a megakariocitak magjaban
szintetizalt hosszu életi mRNS-eket tartalmaznak, egyes kozleményekben arra is
taldlunk utalasokat, hogy a fehérje szintézishez az informaciok esetleg a
mitokondriumokbdl szarmaznanak [10,12,14]. A tanulmanyok nagyobb része
azonban megkérddjelezi a mitokondridlis eredetet és az informacié nuklearis

(megakariocita) eredetét valdszindsiti [1,13,15,16].
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Sziikségesnek latszik megjegyezni, hogy a fehérje szintetikus aktivitas in vitro
vizsgalata soran a vérbél szeparalt vérlemezkék jelentésen alacsonyabb aktivitassal
rendelkeznek mint pl. a fibroblasztok vagy egyéb sejtkulturak hasonlé kértilmények
kozott. Az elmult évek soradn bizonyitast nyert és az emlitettekre részben
magyarazatul is szolgal, hogy csak egy "fiatal" vérlemezke populacié rendelkezik
ilyen képességgel, azaz a megakariocitakbdl torténé kiszabadulas utan csak rovid
ideig szintetizalnanak fehérjéket [1,3,17].

Az in vitro kisérletek soran az alvadasgatlas, amely mindig szikséges a
thrombocitak integritAsanak vérpalyan kivili megtartasahoz szintén felel6s lehet
azért az alacsony fehérje szintetikus aktivitasért, amelyet a tanulmanyokban,
mesterséges korilmények kozott a thrombocitdknal &ltalaban tapasztaltak.
Medgfigyeléseink szerint az antikoagulaciot a kalcium elvonasanak egy mérsékelt és
egyenstulyban tartott beavatkozasaval ajanlott elérni [11,18], mert a heparin - abban
a koncentracidban amely az antikoagulaciét hatékonyan biztositana - a fehérje
szintézist is gatolja.

Ismételt és jogos argumentum a thrombocitak in vitro detektalhaté fehérje
szintetikus képességével kapcsolatban az az ellenvetés, hogy az inkorporalt jelzett
aminosavak nem a thrombocitdkbdl, hanem a "szennyezd" fehérvérsejtekbdl
szarmaznanak. Kétségtelenil utdbbiak jelenlétének lehet6ségét a szeparalt és
"tisztitott" thrombocita mintakban sem lehet soha teljes bizonyossaggal kizarni.
Thrombocita specifikus fehériék Ujraképzédésének célzott vizsgalataval kerulték
meg rendszerint ezt a problémat.

Sajat kisérleteink sordan a thrombocitakat in vitro vizsgalva a human
vérlemezkék fehérje szintetizald képességét *°S metionin inkorporacid és
thrombocita specifikusnak talalt "fehérje térképek” alapjan sikeriilt megerdsiteniink
[18]. Egészséges egyének vérlemezkéit szeparalva, a thrombocitakban alacsony

fehérje szintetikus aktivitdsra utald inkorporacios ratat talaltunk. A kiilénbozé
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thrombocita fehérjék megujulasi ratajat szignifikdnsan kilonb6zének észleltik.
Kétdimenzids poliakrilamid géllemezen fehérje térképeket készitve [ref.19 szerint] és
a jelolt fehérjéket fluorografiasan detektalva [20] egy tropomiozin-szer(i fehérjét
talaltunk [21], amely a thrombocita fehériék kozott legmagasabb szintetikus
aktivitassal rendelkezett. A vizsgalatok soran mindvégig kihasznalva a masok altal e
kérdéskorre nem alkalmazott két dimenziés OFarrell technika el6nyeit, a fehérje
tropomiozin voltat molekulatémege, izoelektromos pontja [22,23], héstabilitasa [24],
urea kezelése alapjan [25,26], tovabba detergens rezisztens citoszkeletonhoz
kapcsolédasa és antitropomiozinnal pozitiv reakcidja alapjan is igazoltuk [23,27-31].

Kozel 30 év telt el azéta, hogy Warshaw és mtsai el6szor megfigyelték, hogy
jelzett aminosav (**C - Leucin) a thrombocita fehérjékbe in vitro inkorporéalhaté [7].
Nem sokkal ezutan, vagy a megfigyeléssel csaknem egyidejlileg Booyse és
Rafelson azt talaltak, hogy a human vérlemezkékben in vitro a kontraktilis fehérjék
azok, amelyek a jelzett aminosavakat féleg tartalmazzak [8,9]. Ezzel a korai
medfigyeléssel egybehangzénak latszott a tropomiozinra utalé észlelet, és a korabbi
konkliziét megerésitette. Az 1967-bél idézett kisérleti sorozatban értheté okokbdl
még nem végeztek differencidlast és pontos kémiai azonositast a thrombocita
kontraktilis proteinek molekularis alkotérészei kézétt. Nem sokkal ezutan valt csak
ismertté, hogy a thrombocita mint "nem izom" sejtfragment fehérje allomanyanak
mintegy 20%-at maga az aktin teszi ki, s 1.6%-ban tropomiozin egyéb aktink6toé
fehérjék kiséretében.

Kiemelést érdemel az a sajat megfigyelésink, hogy a thrombocita fehérjéi
kozott kisérleteink soran mi nem észleltiink aktin szintézist az altalunk hasznalt in
vitro vizsgalati kérilmények kézott, az egészséges donoroktdl nyert mintakban. Ez
az észlelet eltér Kieffer és munkatarsai megfigyelésétél, akik ITP-s betegek
(Idiopatias thrombocitopénias purpura) "fiatal" thrombocita populacidjat vizsgaltak és

aktin szintézis jelenlétét sikeriilt legujabban kimutatniuk [1]. Az emlitett és az ezt



86

megel6zé korébbi tanulméanyok kizarélag egydimenziés elektroforetikus elvalasztast
alkalmaztak fehérje azonositashoz [1,11,13]. Sottile és munkatarsai ismét eltéré
kisérleti koriimények kozott cDNS Northern blot technikaval aktinnak megfelel6
mRNS transzkriptum jelenlétét igazoltdk egészséges donor egyén tisztitatlan
thrombocita mintajaban [4].

Valtozatlanul figgében maradt az a kérdés, hogy az egyes thrombocita
fehérjék, igy pl. a tropomiozin szelektiven magasabb in vitro szintetikus ratgja
érvényes-e in vivo a keringésben is, vagy csak in vitro korulmények koézott igaz. A
megfigyelések ugy is értékelheték ugyanis, hogy egy pozitivhak talalt fehérje
szintézise a mesterséges korilmény kozott kevésbé gatolt mint a tobbi fehérjéé.
Minden tovabbi diszkusszi® ezen a ponton a kérdéses mMmRNS feltételezett
stabilitasanak direkt megdfigyelése nélkil inkabb csak spekulacié lehet a fehérje
szintézis thrombocitakban torténd regulaciojardl.

Visszatérve a bevezetében megallapitottakra, a human thrombociték in vivo
fehérje szintézise két hetes életidejik alatt a keringésben még ma is sok kérdést
tartogat megvalaszolasra. Altalaban megallapithaté, hogy az alacsony szintetikus
aktivitasért a megakariocitakbdl folyamatosan és éppen kiszabaduld thrombocitak
felel6sek, amelyek fokozatosan elvesztik ezt a képességuket. Az in vitro vizsgalatok
technikai problémai miatt kilonosen embernél, a direkt informaciok magara a
keringé vérre vonatkozéan hianyoznak. Az elmult évtizedek soran megjelent
klilénb6zé in vitro tanulmanyok kozotti ellentmondasok részben magyarazhaték az
eltérd vizsgalati korulményekkel, és ez magyarazna azokat a kilonb6zé észleleteket
is, amelyek a membran glikoproteinekre [6], az alfa—granulum proteinekre, mint pl. a
ﬂbrinogénre, a thrombospondinra [1], a thrombocita 4-es faktorra, valamint az
aktinra [4] vonatkoznak. Sajat kisérleti korilményeink kozott az Gjdon szintetizalt

fehérjék soraban egy tropomiozin izoformot talaltunk a legkiemelkedébbnek.
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TENYEK A TUDOMANYOS ALAPKUTATASROL

A tudosok gazdagsagra vagy hirnévre
vagynak?*

— Egyre gyakoribb, hogy a tudésok a nagykdzdnséghez sz616 médidban adnak hirt
felfedezéseikrdl, nem virva meg a szakmai folydiratok ftéletét, ezzel azt is kockaztatva,
hogy téves vagy elhamarkodott kovetkeztetéseket tesznek kozzé. Valsigban van a
tudomanyos eredmények kdzzététele?

—En ezt nem nevezném valsagnak Az biztos, hogy a kutatok soha nem voltak
ennyire nyomas alatt. A mai erls versengésben a Nature-ben vagy mis hasonld
folydiratban valé megjelentetés életbe vidgban fontos a szidmukra, ewdl fiigg, hogy
elébbre jutnak-e palydjukon, hogy kapnak-e pénzt a kutatishoz. Hetente mintegy
kétsziz cikket kiildenek nekiink. Ha egymdsra raknink a kéziratokat, tébbméternyi
papirtorony képz8dne. Ebb4l a mennyiségbdl végiil is csak tizenhét vagy tizennyolc irist
jelentetiink meg.

— Kiméletleniil rostalniuk kell tehat! Milyen kritériumok alapjin végzik ezt?

— Az els8 valogatast maguk a szerz8k végzik, amikor csak a legjobb irasaikat kiildik
el a Naturenek. Ez magyardzza, hogy amidta 1966-ban itvettem a lap irdnyitdsit, a
kozzétételre kiildstt cikkek szdma nagyjibdl véltozatlan. Emellett a kézléshez
elengedhetetlen a lektorok kedvezd véleménye. A lektorok az érintett tudoményteriilet
avatott tudésai, akiknek atadjuk a cikket, hogy itéljenek a mindségr8l. Az egész vildgon
vannak lektoraink, a nyilvintartasunkban tizenhétezer név szerepel, minden
tudomAnyég és minden orszag képviseldi.

— Véleménye szerint ndtt-e az utdbbi idében a téves tartalmd vagy a gyenge
mindségi cikkek szdma?

- — Az id8kényszer miatt az emberek ha)lamossa valnak arra, hogy engedjenek a
gondossagbél. A legsilyosabb problémanak azt tartom, amit "szaldmitaktikinak"
nevezek. Az dtadott cikk nem ad teljes attekintést a kutatasrol, mondjuk csak egy kisérlet
leirdsa, érvelt értelmezés nélkiil. Vagyis a-kutaté csak a munka egy részét dolgozza fel, s
ezt kozreadja, pedig valéjiban még volna mondanivalja. fgy reménye van arra, hogy
lesz egy cikke a Nature-ben, egy misik cikke egy masik folybiratban, megint egy mésik

_egy harmadikban, s mind a hirom cikk a kézlendSknek csak egy részét tartalmazza. Ez a
"szalamitaktika" nyilvan arra jé, hogy a kutaténak t6bb publikiciéja legyen.

— A publikicidk szima tébbet hoz, mint a min8ség?

— Igen, mert a kutatasi intézmények vagy a finanszirozasrél dént8 bizottsigok csak
megszdmoljak a publikicidkat, de nem olvassik el 8ket. Ezért, amennyire lehet, arra
tdreksziink, hogy a nilunk megjelend cikkek atfogbdan dolgozzak fel az adott kutatast.

* Beszélgetés John Maddox-szal, a Nature f8szerkesztSjével

(Folytatds a kovetkez§ oldalon)



Misrészt  a  tudésok  gyorsan
akarnak haladni, ezért nincs idejitk
utinanézni, hogy eredményeik milyen
kapcsolatban vannak mas kutatdsokkal.
fgy az olvasé egyre nehezebben tudja
dsszekdtni azt ami nalunk jelenik meg,
azzal, amit masutt publikiltak. Ez bizo-
nyos zlrzavart teremt a tudominyos
irodalomban.

Es végiil it van a kifejezett tévedés
problémaja. Elvileg ezt a lektorok ki
tudjék sziirni, még ha nem is csalhartar-
lanok. Persze, ha egy szerz8 manipulilja
az adatokat, az mindenkit megtéveszt-
het. De a logikatlansig, mondjuk kér,
ellentmondé eredményeket adé kisérlet,
kénnyen, észrevehet8. Azt hiszem, a
kirivé tévedéseket el tudjuk keriilni, de
amit mi visszautasitunk, az gyakran
misutt megjelenik. fgy a tudoméinyos
irodalomban elkeriilhetetleniil jelen van-
nak tévedések. Ami minket iller,
rendkiviilinek tekinthet8, hogy meg-
hamisitott eredményeket tegyiink kéz-
zé, de mint minden folydirat, mi is
kézsltink néhiny, tévedéseket tartalma-
26 irést.

— Mondana erre példar?

— Tavaly kézsltiink a New York-i
Columbia Egyetemrdl egy tanulmanyt,
amely nagy figyelmet keltett. A szerz8k
Ggy véliék, talaltak egy gydgyszer-
kombiniciét, amely megakadilyozza az
AIDS-virus mutdciéjat. A hirt a New
York Times az els8 oldalon hozta. Hat
hértel késébb azonban kiieriilt, hogy a
kisérletek nem voltak bizonyitd erejiek,
az adatok értelmezésébe pedig hiba
cstszott. Szerkeszt8ségi cikkben adtunk
magyardzatot a tdrténtekre, nagyon
nehezen tudtuk viszont meggydzni a
szerz8ket, hogy irjdk meg tévedésiiket,
még ha az jbhiszem volt is. Engem
nagyon lestjtott, hogy a lektorok nem
vették észre a hibit. Persze, az is
eldfordul, hogy a téves megfigyelések
érdemi eredmények &szténzdivé valnak.

— Elmondhaté ez a hidegfiziérél
is?

— Nem. Nekem az a véleményem:
Pons és Fleischmann nem tudta bizonyi-
tani, hogy a jelenség reprodukalhaté, de
ezt nem akartik beismerni. Utahi sajté-
konferencidjukon bejelentették, hogy
tanulminyukat elkiildték a Nature-nek.
Két napra ri meg is kaptuk, s tSvabbi-
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tottuk a biraldknak. A lektoroknak
szamos ellenvetésiik volt, kiiléndsen "a
hémérsékleti mérésekkel kapcsolatban.
Emlékszem, vasirnap hivtam fel Ponst
Utahban, azt kérve téle, hogy vilaszol-
jon az ellenvetésekre, mert a kdvetkezd
héten kozdlni akartuk a tanulmanyt.
Telefaxon kiildétt vilasza lényegében
azt tartalmazta: "Nincs idénk vélaszolni
a biralatokra, mert massal kell foglal-
koznunk, ezért visszavonjuk a tanul-
minyt." Kicsit egzaltdltnak taliltam ezt
a magatartdst, de a kés8bbiekbdl arra
kovetkeztetek, hogy Pons és Fleisch-
mann valéjaban nem tudtak vilaszolni a
lektorok megjegyzéseire.

— Ez a magatartis kivételes?

— A tudominyban  viszonylag
gyakori, hogy a kutaték megszallottan
hisznek abban, hogy nagy felfedezésre
jutottak, még ha senki nem veszi is
komolyan 8ket. Pons és Fleischmann
esetében az silyosbitotta a dolgokat,
hogy els8 megfigyelésiik utdn mindent
titokban akartak tartani, nehogy valaki
ellopja téliik a felfedezést és meggazda-
godjon bel8le. Ez lehetetlenné tette a
vitdt kisérleti adataik értelmezésérdl.

— Nem virhaté-e titkolddzisi ma-
nia azokon a teriileteken, amelyek jelen-
18s gazdasigi tétet is képviselnek, példa-
ul a genetikiban?

— Els8sorban attdl kell félniink,
hogy a kutaték eredményeik lényeges
elemeit addig nem teszik kozzé, amig
nem szereznek rijuk szabadalmi védel-
met. Ennek elkeriilésére mindent megte-
sziink, hogy a publikicidink teljesek
legyenek. Példiul, ha valaki leirdst ad
egy kildnleges génrél, de nem mondja
meg, hogyan kiilénitette el, a tanulméiny
nem adjuk ki. A szerz8 erre donthet
gy, hogy mindent titokban tart, ami
nagyon sajnalatos lenne. Ezzel egyiitt a
kutatas nagyobb részét nem érintik ezek
a problémék. Egyébként is, ki tudhatja,
milyen genetikai felfedezéseknek lesz
nagy gazdasigi jelentéségiik?

— A kozlések megbizhatdsigit
azonban befolyasothatja az ilyesmi.

— A tddsék ma kettds szoritasban
verg8dnek: meggazdagodni és publikal-
ni. En azt hiszem, a publikdlds vigya
er8sebb a meggazdagodis vigyanal. Van-
nak problémik, de a kutaték tSbbsége
tisztességes, és szereti a munkdjit

Michael de Pracontal, Le Nouvel Observateur, 28 (1994) 12-13.
(A Valdsdgban (1994. X. b6 p118) megjelent forditds alapjin.)

Nem oktalan ambicié egy kutatsnal

ha dicst6ségre vdgyik. De ha valaki

meggazdagodds vagy hatalomszerzés

céj)abdl adja magdt kutatdsra, nem

neki valdé dolgot végez.

FLEMING ALEXANDER

(1881 - 1955)

Pdem a nyomor, nem a mohdsdg - nem,

hanem a hatalom szeretete az emberek

démona.

NIETSCHE FRIEDRICH
(1844 - 19C0)
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Az idézetelemzéses értékelés hatarai

Kicsit batrabban A tudomdnymetria bhatdrai cimet is
adhattam volna ennek a kis irisnak. Arrél van sz6 ugyanis,
hogy véleményem szerint a tudoméanymetria — annak ellenére,
hogy szdmokkal dolgozik — legfeljebb csak "kvazi-kvaatitativ”
lehet, semmiképpen sem teljesen kvantitativ.

Ennek kimondisa részemr8l azért merészség, mert a
tudominymetria ma mir valéban kiilén tudomény, amelynek
viligszerte elismert miveldi vannak és eredményeit a
kutatdsértékelési gyakorlat semmiképpen sem nélkiilozheti.
Errdl nem lehet vita. Jémagam viszont — bér kutaté vagyok,
nem ennek a tudoméinyignak a mivelgje.

A twdominymetria nagyon fiatal tudomany,
kiillénosen gyors a fejlddése, viltozisa. Révid térténete
folyamin — jellemz8 paramétereit illetSen is — szimos
viltozason esett at. Igy aztin, ha mégoly komoly vitit ingerld
megéllapitisokkal is — vagy kiilondsen azok altal —, remélhets,
hogy hozz4 tudunk jarulni tovibbi fejlddéséhez.

Az idézetek kvantitativ értékelésének mindenekelStt az
szab hatirt, hogy a cikkek manapsdg dltaldban t6bbszerzisek: a
természettudominyokban az egyszerz8s cikk kivételszimba
megy. A t6bb szerz8 koziil pedig a legritkabb esetben fordul el§
az, hogy minden szerz8 hozzdjiruldsa pontosan azonos a
cikkben k&z8lt eredmény eléréséhez. {gy tehit nem jirhaté Gt
az idézetek sziménak egyszert osztisa a szerz8k szdm4val. Az a

ezért

tény, hogy a cikkeknél az egyes szerz8k neve utdn nem szerepel
szizalékariny, amely relativ silyukat jellemezné a széban forgd
eredmény létrehozasiban, mir Snmagaban is kvalitativ irdnyba
tolja el az idézetelemzést. Vegyiik még hozza, hogy a szerzdk
egyike lehet akar Nobel-dijas, vagy mis, kiilénésen kiemelkedd
tudds egyéniség. Ezért az ilyen cikkre vonatkozdé sok idézet
esetleg elssorban ennek is tulajdonithaté. Kérdés tehat, hogy e
szbban forg cikk idézeteit milyen stllyal kell figyelembe venni
egy masik szerz8 (egy nem Nobel-dijas) esetén.

Tegyiik fel tovibba, hogy egy cikk, amelyre igen sok a
hivatkozis, egy tdbldzat vagy egy technikai fogds. Természetesen
ezek igen fontos eredmények lehetnek, azonban kétségtelen,
hogy mis stlytak, mint egy olyar eredmény, amely
ténylegesen  "tartalmilag” adont
tudomanyteriiletet. A kérdés ismét az, hogy hogyan lehet ezt

vitte  elébbre az
kvantitative figyelembe venni.

Igazuk van azoknak, akik arra mutatnak ra, hogy az
idézetek kozown killsnbség van. Mas a silya annak, ha egy
"review" cikk hosszan tdrgyalja az idézett cikk eredményeit,
esetleg abrakat is dtvesz bel8le, mintha csak szimos mis cikkre
hivatkozva, koztiik felsorolja a kérdéses cikket is. A nem
"review" cikkeknél is hasonléan mis a silya annak, ha csak
meg van emlitve a cikk (sok mds felsorolt munka kézér,
amelyek az adott kérdéssel foglalkoztak), mintha a tovabbi
vizsgalatokban tényleg ré, illetve eredményeire timaszkodnak.
Ezért javasoljak hogy valaki
értékelésénél ne csak "szimokkal operdljunk”, hanem idézziink

egyesek, munkassiginak

elismerd szovegeket egyes "mértékadd" hivatkozasokbél. [1]

Mindezek utin viszont megint azt lehet kérdezni, hogy hogyan
lehet mindezt "kvantitative” megtenni, illetve, hogy hova lett a
"kvatitativitas".

Van olyan allispont, hogy nem az idézetek 8ssz-szimat
kell figyelembe venni, mint "mértékszamot”, hanem az egy
cikkre jutd idézetek szimdt (dz idézetek szima osztva a cikkek
szamaval). Ezzel is vigydznunk kell azonban, mivel vannak
"termékeny” kutatdk, akik talin tobb cikket irnak, mint
optimalis volna. Viszont ezzel egyiitt lehetséges, hogy vannak
igen jelent8s "sok idézetes cikkeik” is, amelyeket az idézetek
atlagolasa elfed. Mas 4llispont szerint csak ezeket a "sok-
idézetes” cikkeket kell figyelembe venni egy kutatd
értékelésénél, illetve egyaltalin az értékelésnél. Természetesen
itt is fel lehet vetni, hogy mennyi a "sok idézet", ha az ilyen
cikkek szimaval akarjuk G&sszehasonlitani az egyes kutatdk
teljesitményét.

Ma mir nem lehet kétséges, hogy a tudomanymetriat, ill.
annak a cikkek és idézetek elemzésével foglalkozd részét semmi
kérilmények kézétt nem lehet negligilni. Nem szabad
azonban sohasem elfelejteni, hogy a kutatisértékelés nagyon
&sszetett feladat. Nemcsak, hogy nem lehet valakinek vagy akar
csoportoknak, témiknak az értékelését egy szdmmal elintézni,
de szimos tényez8t (pl. meghivds nemzetkdzi
konferencidkra &sszefoglald el8adisok megtartdsira, vagy
ugyanott tanicsadd bizottsigi tagsig, stb., és persze a "peer

’
mas

review"-) is figyelembe kell venni. A cikk- és idézetelemzés
csak egy része a kutatdsértékelésnek, amely a fentiekben
kifejtertek szerint a benne rejld bizonytalansig miatt legfeljebb
"kvdzi-kvantitativnak " tekinthetd.

Az elébbi allitdsok még inkabb igazak, ha nemcsak a
természettudomanyokat tekintjilk, hanem a tudomainyok
egészét. A tudominyos teljesitmények értékelése — altalinosan
fogalmazva — mindig az eredmények wvizsgdlatit jelenti. Nem
hidba az egyesiilt dllamokbeli "Office of Naval Research”
megfelel kézikdnyvének cime: "The Handbook of Research
Impact Analysis" [2]. ]

A végs8 kovetkeztetésem, hogy semmiféle tudomdinymetriai
elemzés nem bhelyettesiti, csak segitheti az adott tersilethez vald
szakmai hozzdértést. Ha mis nem is, az e jegyzetekben el8adott
érvek — tgy gondolom — egyértelmdien erre mutatnak.
Miskiilénben — meggondolisok  fényében —
elfogadhatatlannak tartom az olyan kovetelményrendszert,
amely egy adott fokozat stb. eléréséhez meghatirozott szimi
idézetet kivin meg (még akkor se, ha "mértékadd" idézetet
kétnek ki), még csak nem is az egy cikkre esd atlagos idézetet
vagy valami "finomabb" paramétert. Amelyeknek "egyértelmd-
sége" kiildnben az e megjegyzésben eldadottak szerint szintén
megkérddjelezhetd.

ezen

" Berényi Dénes, ATOMKI, Debrecen

{11 H. Small, Citation context analysis, Progress in Communication Science, 3
(1982) 387.

[2] R.N.Kostoff, The Handbook of Research Impact Assessment, First
Edition, Summer, 1994. Office of Naval Research, Arlington, USA
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Dr. Tanké Béla élenitjdnak tikrében
({rta: Dr. Zsindely Arwila)

A Debreceni Orvostudoményi Egyetem
Biokémiai Intézete 1973-1993
(irta: Dr. Elédi Pal)

Tények, adatok, informdcidk
(Gsszedllitouna: Dr. Keresztes Tamdsné)

Hazai és kilfdldi kollaboracid
Az 1975-1995 kozéa szerzett
tudomdnyos fokczatok
Kilfoldi tanulményutak
Oktatdk kitintetései
Tudomaényos rendezvények
Eltdvozou munkatirsak

Publikiciés jegvzék 1973-1993

Részlet Dr. Fésts Ldszld anszékfoglald eldaddsdbdl

A Biokémiai Intézet munkatirsal 1994 okidberében

10

L)LY W DI
WO W

80

90

A Debreceni Orvostudomdnyl Egye-
tem Biokémiai Intézete tortenete-
nek els® évtizedeit osszefoglald, 1z-
1éses kidllitdsu kis kotet szdmomra
nemcsak a gondtalan didkéveket,hanem
a palydra vald felkésziilésem haborus
szelektdl és viharoktdl kisért éveit
is felidézi. A negyvenes évek elején
a biokémia még nem volt kotelez® tan-
targy, igy Tanké Béla magdntandri e-
1padédsait magdnszorgalombdl halgattam
- élvezettel és azzal a meggydzodés-
sel, hogy biokémiai alapok nélkil nem
lehetek j6 orvos. '46 6szét6l mar a
budapesti Szent-Gydrgyi intézet mun-
katdrsaként - a pesti intézetben 14t-
hattam viszont Tankd tandr urat. Is-
mét16dd latogatdsaibdl megsejtettem,
hogy nagy célért kiizd: intézet ala-
pitdi, tudomdnyos és oktatdi munkas-
sdgat életdtjdnak tikrében foglalja
ossze a kotet.

1973 nyardn 4j otthont kapott az
intézet s Gj tanszékvezetd professzor-
ral Gj feladatok megolddsdt tazte ki
célul mind az oktatds, mind a kutatas
teriiletén. E16di professzor az okta-
téi munka tdrgyi és személyi feltéte-
leit magas nemzetkozi szinvonalra e-
melte, a kutatdsnak pedig 4j iranya-
it inditotta el. Az intézet hazai es
nemzetkozi tudomdnyos kapcsolatait ki-
szélesitette s fiatal munkatdrsai kil-
fo5ldi tanulmanyidtjaival gazdagitotta.

Az intézet munkdjdba 1986-ban be-
kapcsolddott Fésiis Lész1la 1993-ban
tanszekvezetdi kinevezést nyert. Az a-
poptdzis (természetes sejthaldl) kuta-
tdsdval U téma mivelését, Uj moleku-
ldris bioldgiai program meginditdsat,
Uj mddszerek bevezetését kezdeményez-
te.(Biokémia XVIII(2)53-58,1994.)

W.Churchill szerint - minél mesz-
szebb tudunk visszatekinteni,annAl ta-
volabbra l4atunk eldre. A debreceni in-
tézet sziiletésekor a mai biokémial is-
mereteknek 90%-a még ismeretlen volt.
Sok lehetdseég kindlkozik tehdt az e-
16relatdsra. (bd)
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F E B S THE FEDERATION OF EUROPEAN BIOCHEMICAL SOCIETIES
A Registered Charity Chairman of the Advanced Courses Committee
Professor Dr. Horst Feldmann '
Institut fir Physiologische Chemie der Universitit
Schillerstrale 44 D-80336 Miinchen

Tel: #49 89 5996 451/439 ' Fax: #49 89 5996 316
E-Mail:feldmann @dec1.bio.med.uni-muenchen.de

FEBS ADVANCED COURSES 1996

96-01: Molecular Mechanisms of Signalling and Targeting
Lecture Course (18 lecturers; 100 students)

Spetsai (Greece): August 18-30, 1996

Professor Dr. Karel W.A. Wirtz,

Centre for Biomembranes and Lipid Enzymology, Utrecht University,
P.O.Box 80.854, 3508 TB Utrecht (The Netherlands)

Tel: +31-30-533 443; fax: +31-30-522 478

Deadline for applications: May 1, 1996

96-02: Structure and Function of Interacting Protein Domains in Signal and
Energy Transduction

Lecture Course (18 lecturers; 80 students)

Maratea - Acquafredda (Italy): September 10-19, 1996

Prof. Dr. Ludwig M.G. Heilmeyer jr.,

Ruhr Universitdit Bochum, Institut fiir Physiologische Chemie, Abt. fiir Biochemie
Supramolekularer Systeme, D-44780 Bochum (Germany)

TeY: +49-234-700-2428,9; fax: +49-234-7094-193

Deadline for applications: May 31, 1996

96-03: Basic and Specialized Techniques in Cell Biology

Practical Course (8 lecturers; 22 students)

University of Aarhus (Denmark): June 10-19, 1996

Prof. Dr. Julio E. Celis,

Institute of Medical Biochemistry and Danish Centre for Human Genome Research,
University of Aarhus, Ole Worms Allé build. 170, DK-8000 Aarhus C (Denmark)

Tel: +45-89-422 880; fax: +45 86 131 160

Deadline for applications: April 1, 1996

96-04: Mechanisms in Eukaryotic Gene Regulation
Lecture Course (24 lecturers; 120-140 students%

Island of Spetses (Greece): Sept. 2-12, 1996

Prof. Dr. Horst Feldmann,

Institute of Physiological Chemistry, University of Munich, Schillerstraf3e 44,
D-80336 Miinchen (Germany)

Tel: +49-89-5996-451/439; fax: +49-89-5996-316

Deadline for applications: April 30, 1996


http://bio.med.uni-muenchen.de
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96-05: Comparative Developmental Biology

Lecture Course (15 lecturers; 40 students)

Ischia (Naples)/ (Italy): May 11-17, 1996

Prof. Dr. Roberto Di Lauro,

Stazione Zoologica "Anton Dohrn", Villa Comunale I,-80 121 Naples (Italy)
Tel: +39-81-583 32 78; fax: +39-81-583 32 85

Deadline for applications: December 31, 1995

96-06: An Introduction to animal cell culture techniques for biochemists
Practical and Lecture Course (10 lecturers; 16 students)

Dublin City University (Ireland): June 24-July 3, 1996

Prof. Dr. Martin Clynes,

National Cell & Tissue Culture Centre,

Dublin City University, Glasnevin, Dublin 9 (Ireland)

Tel: +353-1-704 57 00; fax: +353-1-704 54 84

Deadline for applications: March 1st, 1996

96-07: Neurotransmitter Release and Uptake

Lecture Course (22 lecturers; 80 students):

Kusadasi (Turkey): April 21-30, 1996

Prof.Dr. Sakire Pogiin,

Ege University Center for Brain Research, Ege University School of Medicine,
Department of Physiology, Bornova, 35100 Izmir (Turkey)

Tel: +90-232-388 28 68; tax: +90-232-374 65 97

Deadline for applications: December 11, 1995

96-08: Chemistry of Metals in Biological Systems

Practical and Lecture Course (28 lecturers; 40 students)
Wavyre/Louvain-la-Neuve (Belgium): May 8-18, 1996

Prof. Dr. Robert R. Crichton,

Unité de Biochimie, Université Catholique de Louvain, Place Louis Pasteur 1,
B-1348 Louvain la-Neuve (Belgium)

Tel: +32-10-472 794; fax: +32-10-472 796

Deadline for applications: January 31st, 1996

96-09: Oxidative Phosphorylation: Molecular Biology, Biochemistry and
Physiopathology

Practical and Lecture Course (27 lecturers; 85 students)

University of Bari (Italy): May 6-17, 1996

Prof. Dr. Sergio Paf)a,

Institute of Medical Biochemistry and Chemistry, University of Bari,

Piazza G. Cesare, 70124 Bari (Italy)

Tel: +39-80-278 428; fax: +39-80-278 429

Deadline for applications: January 31, 1996

96-10: Basic Methods in Yeast Genetics and Molecular Biology
Practical and Lecture Course (5 lecturers; 20 students)

Institut de Botanique Strasbourg (France): July 15-26, 1996

Prof. Dr. Jean-Luc Souciet,

URA-GEM (CNRS and Université Louis Pasteur)

Institut de Botanique, 28, rue Goethe, F-67083 Strasbourg (France)
Tel: +33-882 44 163; fax: +33-883 58 484

Deadline for applications: March 1, 1996
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BUCHWALD TORVENYE
Arthur Bloch Ha a gazdasag rendbe jon, minden egyéb

Murphy torvénykonyve - Gondolat,1985  tonkremegy.
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ERASMUS és addszedés

A fejedelem kiérnyezetében egyesek dllandéan azon torik-a fejiket,
hogy milyen cimen tudndnak Gjabb és Ujabb Osszegeket kicsikarni

a népb6l. Kozben meg vannak gy6z8dve, hogy 6k helyesen sdfdrkod-
nak a nép vagyondval, és nem veszik észre,hogy tulajdonképpen el-
lenségei a népnek. ’

Inkabb arra kell torekedni, és inkdbb azon kell gondolkozni, hogy
miképpen lehet a lehetd legkevesebbet kisajtolni a lakossdgbdl.Az
adénovelés leghasznosabb mdédja az lenne,ha a fejedelem- csokkente-
né a felesleges kiaddsokat, ha a lebzseld szolgdkat elzavarnd,ha
a hdboridkat és az ezekhez hasonld kilfoldi utazdsokat elKerilnsg,
ha a hivatalnokok kapzsisdgdt fékezné, és ha inkdbb arra toreked-
nék, hogy birodalmdt helyesen kormdnyozza, nem pedig arra,hogy
birodalmidt kiterjessze.

Ha a szikség lgy kivédnja,hogy néha mégiscsak kell addét szedni a
néptol, a fejedelem szent kdtelessége ezt lgy végrehajtani hagy
a kispénziek a legkisebb kart szenvedjék. Mert az,hogy a . gazda--
gokat Jjobb gazddlkoddsra késztet]jik,az lehet haszngs 1is. Amde

a szegényeket éhhaldlba kergetni, ez 'egyrészt embertelen,mdsrészt
pedig egydltaldn nem biztonsdgos dolog.

A fejedelem vagyona akkor novekszik leginkdbb,ha gsdkkenfi a - ki-
addsokat,vagy ahogy a kozmondds mondja : leghasznosabb add a ta-

karékossdg.
0Q
go

«Ezen a vildgon semmire sem mondhatjuk, hogy biztos, kivéve a
a haldlt és az adét."

FRANKLIN, BENJAMIN
amerikai nyomddsz, diiamférfi, {ré

(1706 - 1790)
wAz inflécié legtdbbszor nem egyeb, mint a kormdny &ltal gyako-
;olt oridsméretd rabldas egy formdja; a kormdny kdlti el azt,amit
az dllampolgér megtakaritott." .

SZENT-GYORGYI ALBERT
(1893 - 198¢6)



