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Alacsony affinitasu, nem konvencionalis ligandumkaoto-
helyek megkozelitése nem tradicionalis moédszerekkel:
a Hsp90 ATP-kétdhelyeinek analizise

Identification of low affinity, non-conventional ligand binding sites
with novel approaches: analysis of the Hsp90 nucleotide-binding

sites

Soti Csaba, Csermely Péter

Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani,
Molekularis Biol6giai és Pathobiokémiai Intézet,
1088 Budapest, Puskin u. 9.,

E-mail: csaba@puskin.sote.hu

Osszefoglalas

Az alacsony affinitasti molekularis kélesonhatdsok
a szervezetiinkben jatsz6d6 folyamatok fontos sza-
balyozé tényezdi, ezért a kozeljové orvostudoma-
nyi kutatdsainak vonzo célpontjai lehetnek. Az ala-
csony affinitdsd fehérje-ligandum kolcsonhatdsok
és a nem konvenciondlis szerkezetti ligandumkotd-
helyek tanulmanyozasidra a hagyoményos bio-
informatikai és biokémiai megkozelitések nem
alkalmasak. A 90 kD molekulatomegti dajkafehérje
nukleotid-koétShelyeinek konkrét példajan keresz-
tiil bemutatjuk azokat a mddszereket, melyekkel
lehet&vé valik a gyenge kotések detektalasa, kvan-
titativ jellemzése és a kotShelyek térképezése. A
feliiletiplazmon-rezonancia, a gyors megkotés
nitrocellul6z sztirémembran-feliileten, a ligandum
affinitasjelolés és -hasitds teret nyerhet ott, ahol a
konvenciondlis metodikdk kudarcot vallanak, és
elésegithetik az alacsony affinitdsti kotShelyek
terapias célpontokként térténd hasznositasat.

Soti, Cs., Csermely, P

Semmelweis University, Department of Medical
Chemistry, Molecular Biology and
Pathobiochemistry,

Puskin u. 9., H-1088 Budapest, Hungary,
E-mail: csaba@puskin.sote.hu

Summary

Low affinity molecular interactions are impor-
tant determinants of biochemical processes in
the living organism. They may become promis-
ing targets of medical research in the near
future. Weak protein-ligand interactions as well
as non-conventional ligand binding sites are not
readily explored by traditional bioinformatics
and biochemical techniques. Using the
nucleotide binding sites of the 90 kD molecular
chaperone, Hsp90, we give a brief review of
methods capable to identify, quantify and map
low affinity ligand binding sites. Biochemical
and analytical approaches like surface plasmon
resonance, rapid nitrocellulose filter binding,
ligand affinity labeling and affinity cleavage
may facilitate the identification and utilization
of low affinity binding sites as novel therapeutic
targets.

Bevezetés: a Hsp90 ATP-kotésének
jelent&sége

A 90 kD molekulatdmegti stresszfehérje (Hsp90) az
eukariota sejt esszencialis, nagy mennyiségben el6-
fordulé dajkafehérijéje [1]. N-termindlis ATP-kotS és
C-termindlis dimerizaciés doménjét egy toltott
aminosavakban gazdag régi6 koti ossze. Bar ren-
delkezik passziv chaperonhatédssal is, jelentségét
egy dajkafehérje-komplex, a foldoszéma kozponti
részeként kifejtett aktiv chaperonhatdsa adja. ATP-

kotése és ATPaz aktivitdsa nélkiilozhetetlen speci-
fikus kliensfehérjéinek felgombolyodasahoz, illetve
funkciondlis konformacidjuk stabilizalasdhoz. Az
eukaridtakban tomegesen jelennek meg a labilis,
tobb doménbdl allo, reaktiv felszinekkel rendelke-
26 fehérijék, legjellegzetesebb képviselSik a jelatvi-
teli és szabalyozasi folyamatok szigordan Hsp90-re
utalt kulcsmolekulai koziil keriilnek ki (transzkrip-
cids faktorok, pl. szteroidreceptorok, p53; kindzok,
pl. src, Raf; polimerazok, pl. telomeraz) [2].
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A Hsp90 az els6 olyan stresszfehérje, melynek
specifikus gatlészere ismert. Az N-termindlis ATP-
antagonista geldanamicin gatolja a kliensfehérjék
felgombolyodését, amely a novekedési és tulélési
jelpalyak kiesését, és a tumorok pusztuldsat ered-
ményezi [3]. A geldanamicin szarmazéka fazis II
klinikai vizsgélatok targya, prototipusa lehet az j
tamaddaspontt, chaperonantagonista daganatelle-
nes szereknek. De a dajkafehérjék ATP-ciklusanak
farmakologids befolyasoldsa lehetGséget kinalhat
egyéb patologids dllapotok kezelésére is (pl. kliens-
fehérje-mutéciok, polimorfizmusok korrekcidja, a
chaperonhatés fokozasa, dregedés és degenerativ
betegségek) [4,5].

A Hsp90 ATP-kotésének vizsgalata

1991-ben mutattuk ki, hogy a Hsp90 ATP/GTP-
kotésre és autofoszforilaciéra képes [6], majd 1993-
ban igazoltuk, hogy az ATP mélyrehat6 szerkezeti
atalakulast hoz létre a fehérjében [7]. A vizsgalatok
legfontosabb tanulsdga a nukleotidkétés szubmil-
limélos, viszonylag alacsony affinitasa volt, mely-
nek jelent&sége csak a Hsp90 N-terminalis domén-
jének kristalyositasa [8], illetve egy nem kanonikus
kotShellyel rendelkezé fehérjecsalad felfedezése [9]
utan valt nyilvanval6éva. Kezdeti predikcids pro-
balkozésaink ugyan felleltek Walker-tipusi ATP-
kotShelyekre emlékeztet6 motivumokat a C-ter-
mindlis doménen, de a GHKL-doméntipus felfede-
zése nyilvanvaléva tette, hogy a hagyomanyos
linedris motivumok keresése cs6dot mond az eltérd
aminosavsorrend ellenére kirivéan hasonlé har-
madlagos szerkezetet felmutaté fehérjék (topoizo-
merazok, hisztidin-kindzok stb.) esetén.

A Hsp90 nukleotidkotShelyének szokatlan szerke-
zete és alacsony affinitdsa a szokvanyos biokémiai

metodikdk nagy részét kudarcra itéli (I. tdblizat).
Igy példaul a Hsp90 N-terminélis ATP-kotShelye
egyaltalan nem tliri az adeningy(rd szubsztiti-
cidjat, a ribéz médositasa pedig nagysagrendekkel
csokkenti az amugy is gyenge kotés erdsségét [SGti
és mtsai, kozlésre benyujtva]. Ugyan egy nagyon
gyenge ATP-kotést sikeriilt kimutatnunk radioak-
tiv nukleotid nativ gélen torténd retardécidjanak
kimutatasaval, ebbdl sem kvantitativ, sem helyspe-
cifikus informéciét nem sikertilt nyerniink [10]. A
Hsp90 ATP-kotésének elsS vitathatatlan biokémiai
bizonyitékaként szdmon tartott y-foszfat-kapcsolt
ATP-Sepharose affinitdskromatogréfia gyengesége
a valtozékony ligandumstirtiség és a kvantitativ
jellemzés bizonytalansaga [11,12, S6ti és mtsai, koz-
lésre benydjtva]. Mivel a fenti kisérletek és elGre-
jelzéseink egy masodik, C-termindlis nukleotid-ko-
t6hely létezését valdszintsitették, érdeklédésiink
olyan moédszerek felé fordult, melyek kielégithetik
az alacsony affinitdsi kotShely vizsgalatanak kri-
tériumait, melyek idedlis esetben a kovetkezdk: (1)
a ligandum ne legyen moédositva (nincs sztérikus
gatoltsag); (2) csak a jelet vagy a jel okozta kovet-
kezményt detektaljuk, a hattér ne zavarjon (ala-
csony jel/zaj arany); (3) a kotés vagy az ennek
kapcsan fellépd valtozas a ligandum—fehérje komp-
lex eredeti oldatbeli koncentraciéviszonyat és teli-
tettségét Grizze meg (a mérés utan tobbféle lehetd-
ség az eredmény kiértékelésére); (4) nyujtson hely-
specifikus informaciét (a kotShely motivumainak
azonositdsa, két hasonl6 kétShely megkiilonbozte-
tése). Az aldbbiakban néhany — a fenti kovetelmé-
nyeket, vagy azok egy részét kielégit§ — nem tradi-
ciondlis médszert szeretnénk jobban megismertetni
az olvasokozonséggel (II. tdbldzat). A tablazatban
szerepl6 modszerek koziil részletesen csak az
affinitdshasitast mutatjuk be.

tasi teriilete a stresszfehérjék mtikodésével, az regedéssel és a cukorbetegséggel kapcsolatos. Eddig négy
konyve és tobb mint 120 tudomanyos cikke jelent meg. A cikkek 6ssz-impaktja 260, idézettsége 1200 felet-
ti. Tudomanyos teljesitménye tobb mint kétharmadat itthon végzett munkaval érte el. 1995-ben egy tj kez-
deményezést inditott el, amely mara mar tobb mint 6tezer tehetséges kozépiskolas didknak nyijt lehetd-

Csermely Péter 1958-ban sziiletett, a Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani, Molekularis
Biol6giai és Pathobiokémiai Intezetének professzora és a Biorex Rt. vezetd kutatdja. Kuta-

Séti Csaba (1970) orvos, PhD-fokozatat a Hsp90 szerkezet—funkcié kapcsolatanak kutatasabol szerezte.
ErdeklSdési és kutatasi teriilete a szervezet altalanos védekezémechanizmusai és ezek patoldgias eltéré-
sei, kiilonos tekintettel a stresszvalaszra és az dregedésre. Fontosabb elismerések: Koztarsasagi Oszton-
dij (1991-1994), Madzsar J6zsef emlékérem (1993), Kovacs Tibor-dij (1999), Veritas et Virtus-dij (2002),
illetve a Magyar Biokémiai Egyesiilet Ifjiisdgi Dija (2002).

séget a Magyarorszagon foly6 legmagasabb szintii kutatasokba torténd bekapcsolédésra. Csermely Péter
a Magyar Biokémiai Egyestilet fGtitkara és a Cell Stress Society International alapito titkara.



ALACSONY AFFINITASU, NEM KONVENCIONALIS LIGANDUMKOTOHELYEK MEGKOZELITESE NEM TRADICIONALIS MODSZEREKKEL...

I. tdblazat Hagyomdnyos modszerek a fehérje-ligandum kolcsonhatisok tanulmdanyozisiban. E modszerek kiviloak az erds kotések
detektdlasdra, az alacsony affinitdsii és nem konvenciondlis kotohelyek felderitésében azonban szimos hdtrinyos vondssal rendelkeznek.

MODSZEREK A MERESI ELV SZERINT

HATRANYOK

Indirekt (szerkezetvizsgalé) modszerek
cirkularis dikroizmus
belsé fluoreszcencia
protedz-hozzaférhetdség
differencialpéasztazo kalorimetria

— a mérés jellegébdl kovetkez6en nem adnak kozvetlen informaciot,
vagy egyaltalan nem informativak a kotésrél

A nukleotid médositasan alapulé moédszerek
fluoreszcens analog kotése
affinitdskromatografia
affinitasjelolés mddositott ligandummal

— fluorofér mérésnél a fehérjekoncentracionak a Ky tartomanyaban

— a szubsztitucio tovabb csokkentheti az affinitast, gatolhatja a kotést
— a szubsztituenssel aspecifikus kdlcsdnhatds alakulhat ki

A komplex elvalasztasan alapuléo modszerek
gélfiltracid
nativ gélelektroforézis
affinitdskromatografia
szilard fazisu kotés (membranon)
electrospray tomegspektrometria

— a minta a térfogat-valtozasok, mosasi |épések miatt kihigul,
a ligandum disszocial
— kevés mosasnal megné az aspecifikus kdlcsonhatasok lehetésége
— a fehérje allapota a gélelektroforézis, electrospray kapcsan valtozhat

A kotést vagy annak kapcsan fellépé
reverzibilis valtozast detektal6 médszerek
magneses magrezonancia spektroszkopia
(NMR)
egyensulyi dializis
izotermalis titracids kalorimetria (ITC)

— a fehérjekoncentracionak a Kp tartomanyaban kell lennie
— a kotés (a jel) az eredeti viszonyok valtozasa (pl. higulds) soran valtozik

IL. tablazat A fehérje-ligandum kolcsonhatisok tanulminyozasdanak nem tradiciondlis lehetdségei. A kiilonféle modszerek elényeinek
és hatranyainak ismeretében eldonthetjiik, hogy a kivint informdciot melyik modszerrel vagy mely médszerek kombindcidjdval szerez-

ziik meg.

MODSZER ELV HATRANY IRODALOM
Fellletiplazmon- immobilizalt fehérje - a jel szelektiv detektdldasa - nem kozvetleniil a kotést méri [10,13]
rezonancia (SPR) ligandumkétése - valds idejli mérés - immobilizalasi nehézségek

kovetkeztében létrejove - kvantitativ jellemzés - nincs adat a sztéchiometriara

torésmutato-valtozas vonatkozdan
Megkotédés gyors radioaktiv ligandum—fehérje - nagyszamu minta gyors, - nem ad helyspecifikus informaciét [12,14]
nitrocellulozfilteren komplex visszatartasa kvantitativ jellemzése
Affinitasjelolés reaktiv radioaktiv ligandum - egyszeriiség, gyorsasdg - alacsony hatasfoku jel6lés [12,15]

kovalens adduktot képez a

kotéhelyen (pl. bazis UV-

fotolizise)
Ujjlenyomatvétel a ligandum megvédi a - negativ jel, konformacidvaltozas [16,17]
kémiai proteolizissel  kotéhelyet a hasadastol (a hatasara is

DNS-footprinting mintajara) - a fehérje terminalisanak jelolését

igényli
- csak hozzavetbleges helymeghatéarozas

Oxidativ affinitas- a fehérje ligandum-kelalt - a fehérje terminalisanak jelolését [12,18]
hasitas fém altali redox hasitasa - kot6hely-meghatéarozas és/vagy

a két6helyen

- érzékeny detektalasi/analitikai
modszert igényel
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Oxidativ affinitashasitas

Az affinitashasitds kombinalja az affinitasjelolés és
az ujjlenyomatvétel elényeit, azok hatranyai nél-
kiil. Szemben az ujjlenyomatvétellel, itt nem a hasi-
tas hidnya, hanem megléte a kotés indikatora, ezért
a helyzet sokkal tisztabb, konformaciévaltozasbol
ado6do jelek pedig nem zavarnak (1d. II. tdbldzat). A
reakci6 alapja itt is kémiai proteolizis, azzal a kii-
lonbséggel, hogy a ligandumot vagy partnerfehér-
jét valamilyen moédon komplexbe hozzuk egy
redox-ingdzasra képes fémionnal (pl. Fe3+ . FeZ*
vagy Cu?*oCut) [19]. A keldlt fém oxidécidja
hidroxilgyokoket generdal, amelyek rovid életidejiik
és hatétavolsaguk kovetkeztében kozvetleniil a
kotShelyen hasitjdk a polipeptidlancot. A reakciot
el6szor a kalmodulin trifluoperazin-kétShelyének
és a streptavidin biotinkétShelyének vizsgalatara
hasznalték, ahol a vasat, illetve a rezet a ligandum-
hoz kovalensen kapcsolt EDTA kelélta [20,21]. En-
nél joval szerencsésebb a helyzet a divalens kation-
ligandum komplexet kotd fehérjék térképezésénél,
hiszen itt a vasiont maga a ligandum szallitja oda,
minden kiils6 beavatkozas nélkiil. Ily médon ta-
nulmanyoztak a NADP-specifikus izocitrat-dehid-
rogendz izocitrat-kotShelyét [22], és a karbamoil-
foszfat szintetaz egyik ATP-kotShelyét [18]. A fenti
esetekben a foszfatcsoportok a kelatorok, ezért a
hasitds a nukleotidok divalens kation-foszfatkots-
helyeirél ad helyspecifikus informéaciét. A médszer
érdekessége és bizonyité ereje ellenére nem széles
korben ismert.

A reakci6 elve sematikusan az 1. dbrin lathaté. A
vas(lll) alland6é redukcidjat feleslegben adott
aszkorbat biztositja, amelyet a szintén feleslegben
jelen 1év{ ligandum —jelen esetben nukleotid — kelal
és szallit oda a kotShelyre. Az id§ és a koncentracié
finomra hangolasaval biztosithatjuk a fehérjelan-
cok egyszeri hasadasat, igy megel6zhetjiik a kine-
tikai hatasokat és az aspecifikus fragmentaciot.
Szerencsére a beallitds nem bonyolult, a kété do-
mén haromdimenziés szerkezete egy hasadas al-
kalmaval felbomlik, ami nagy affinitasbeli csokke-
nést eredményez. Pl. denaturalészerek (SDS,
guanidium-hidroklorid) alkalmazasaval csak mini-
maélis hattér-fragmentaciét kaptunk. Ha mégis ne-
hézség adodik, a kotShelyen torténd szelektiv hasi-
tast gyokfogok (pl. glicerin) hozzdadasaval lehet
erdsiteni. A reakcié specificitdsat a ligandum koté-
séhez sziikséges divalens kation altali gatlassal,

illetve ha rendelkezésre allnak, specifikus gatlosze-
rek vagy kotésképtelen mutansok felhasznalasaval
lehet tesztelni. Mivel az utébbiak megléte altalaban
azt jelenti, hogy a kotShely mar ismert, ezért az
tjonnan felfedezett kotShelyek esetén nem marad
mas hatra, mint a hasitas helyének azonositésa. Ez
tobbféle médon torténhet. A terminalis (fzids
partner, ,tag”) elleni antitestekkel ujjlenyomatot
vehetiink a kotShelyrdl. Végleges valaszt a hasitas
helyének aminosavra pontos felfedése ad. Az
Edman-degradacié mellett a korszer(i tomegspekt-
rometrids modszerekkel a fragmentumok szekve-
nalhatdk, a termindlist tartalmazé fragmentumok
molekulatdmege nagy pontossaggal viszont csak
Q-TOF késziilékekkel hatarozhat6 meg.

SDS- Western-blot
PAGE oN At. aC At.

SN

Szekvenciaanalizis

1. dbra Nukleotid-kotohelyek térképezése oxidativ nukleotid
affinitdshasitdssal. Az adenozin-trifoszfat (A-P-P-P) dltal
keldlt vas oxiddciéja hidroxilgyokoket generdl, amelyek oxi-
dattvan hasitjik a polipeptidlancot a kotéhelyen. A keletkezd
fragmentumok pl. SDS-gélelektroforézis és Western-blot segit-
ségével tehetok lithatévd, a fragmentumok szekvencidja az
oldatbdl vagy a blotmembrinrol torténd Edman-degradicioval,
illetve tomegspektrometridval hatdrozhaté meg.

A Hsp90 legnagyobb mennyiségben keletkez6 N-
terminalis ADP/ATP-kot§ fragmentumat sikertilt
Patthy Andrds segitségével szekvendltatnunk. A
fragmentum hasitasi helye hajszélra egyezett a
kristalyszerkezetbSl ismert Mg-a-foszfat koto-
hellyel, mely ugyanakkor a GHKL-tipusti nukleo-
tid-kotShelyek III. motivuma. Ezéaltal elészor szii-
letett kozvetlen bizonyiték a moddszer megbiz-
hatésagara [12]. A Hsp90 kozépsé doménijén talal-
tunk egy y-foszfatkoté motivumot, mely a GHKL-
fehérjékben szintén jelen van. Sajnos ezt a fragmen-
tumot nem sikeriilt szekvenalni, de a csalad fehér-
jetagjainak manudlis masodlagos szerkezeti illesz-
tésén alapulé modszer bevezetésével, illetve anti-
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test epitop-térképezéssel a motivum helyét behata-
roltuk [12]. Eredményeink szerint az affinitds-
hasitas alkalmazhaté a Hsp90 nukleotid specificita-
sanak vizsgalatara, a kotShelyek biokémiai jellem-
zésére [S6ti és mtsai, kozlésre benyutjtval. Az affini-
tashasitas segitségével egyéb fehérjék ATP-kotését
is sikeriilt kimutatnunk [nem kozolt adatok].
Hasonl6é elven mitikodik a nukleotid y-foszfat-
kotShelyek kimutatdsdnal hasznos vanadat-foto-
oxidacioés hasitas, ahol az ultraibolya fény hatasara
keletkez§ vanadat-gyokok hasitjdk a polipeptidlan-
cot [23]. A moédszert Kern Andrds és Viradi Andris
hozta tudomasunkra, amiért eztiton is koszonettel
tartozunk.

A nem tradicionalis moédszerekkel
kapott eredményeink

A nativ gélkotés, fluoreszcenciaspektroszkopia és
cirkularis dikroizmus mérések kapcsan ébredt gya-
nunkat, miszerint a Hsp90 rendelkezik egy gelda-
namicinnel nem géatolhaté nukleotid-koétShellyel,
SPR-rel és fotoaffinitds-jeloléssel tamasztottuk ald,
illetve nitrocellul6z szlirémembranon torténd meg-
kotéssel kinetikailag jellemeztiik a két alacsony
affinitasti kotShelyet. Az affinitdshasitas alkalma-
zasaval sikeriilt bizonyitanunk, hogy a Hsp90 ma-
sodik nukleotid-kotShelye a fehérje kdzépsé domén-
jén helyezkedik el. A fragmentumokat eddig sem
szekvenalassal, sem tomegspektrometridval nem
sikertilt azonositani. Antitest epitop-térképezés és a
Hsp90 proteolitikus fragmentumainak/trunkaciés
mutansainak latszélagos molekulatomege alapjan
szerkesztett kalibracids ,egyenes” segitségével a C-
terminalis kotShely foszfatkotd régidja a kozépsd
doménen helyezkedik el, az elsédleges szerkezet-
ben atfed az N-terminalis y-foszfatk6té motivum-
mal (2. dbra). Szintén az affinitishasitds révén
deriilt fény arra, hogy az alapéllapotban rejtett C-
terminalis nukleotidk6t6 domént az N-terminalis
domén ATP-kotése altal mikodtetett , molekularis
kapcsolé” teszi az ATP szdmara elérhet6vé.

A C-terminalis kotShely ugyan geldanamicinre nem
érzékeny, novobiocinnal és ciszplatinnal viszont
specifikusan gatolhat6. A ciszplatin feltehetSen a
Hsp90 reaktiv SH-csoportjain keresztiil fejti ki ha-
tasat. Mig a novobiocin az N-termindlis ATP-kot6-
helyet is allosztérikusan gatolja, és mindenféle
Hsp90-ko-chaperon-komplexet megbont, a ciszplatin
csak a C-termindlison kotS ko-chaperonra hat [12].

A ciszplatin kemoterapids szer, és a Hsp90-et gatlo
koncentracié a protokoll sordn alkalmazott tarto-
manyba esik. Ez felveti annak lehet6ségét, hogy a
Hsp90 részt vehet a ciszplatin hatdsainak kozveti-
tésében. A ciszplatin Hsp90-miikédésére val6 ha-
tasat egy német kutatdcsoporttal egytittmiikodés-
ben vizsgaljuk [Rosenhagen és mtsai, kozlésre be-
nydjtva]. Szemben a geldanamicinnel és a novobio-
cinnal, a Hsp90-fiigg6 kliensfehérjék nagy részének
funkcidjat nem gatolja, és nem indukal h&sokk-
vélaszt, ezaltal a daganatok geldanamicin okozta
rezisztenciaja kikeriilhets. Eredményeink alapjan a
ciszplatin Hsp90-specifikusabb szdrmazékai sze-
lektivebb Hsp90-inhibitorok lehetnek, kevesebb
mellékhatassal, melyek felhasznalhatok pl. hiper-
szteroid allapotok kezelésére is. A ciszplatin Hsp90-
gatlé adjuvans hatasa pedig magyarazhatja, miért
értek el a hormonfiiggsé here-, prosztata- és emld-
rékok gyogyitasaban eddig is kival6 eredményeket
ciszplatintartalmui kemoterdpias protokollokkal.

Zar6 gondolatok

Az utébbi években szdmos paradigma délt meg,
vagy inog. Ilyen az Anfinsen-féle szabély vagy a
statikus, rigid szerkezettel rendelkez$ fehérjékrél
alkotott elképzelések. Ehhez hasonléan a citoplaz-
ma mar nem individudlis fehérjék kaotikus halma-
za, hanem dinamikusan valtozd, alacsony affinita-
su fehérjekomplexek rendezett hal6zata. A hal6za-
tokra in vivo feltehetGen szamos gyengén kotSdé
kis molekula fejti ki szabalyozé hatésat. A kis affini-
tasd endogén reguldtorok hatasat hasonl6 affini-
tasu exogén vegyiiletekkel befolyasolhatjuk, amint
erre mar a multban is tobb gyégyszer esetén példa
kinalkozott, igy az alacsony affinitast kdlcsonhata-
sok tanulmanyozasa teret hodithat a kozeljovében.
De az alacsony affinitasu ligandumok gyakran nem
konvenciondlis kotShelyeinek joslasara és feltérké-
pezésére nem alkalmazhaték a hagyomanyos bio-
informatikai és biokémiai médszerek. Attekinté-
siink a 90 kD-os dajkafehérje példajan bepillantast
engedett abba, hogyan valésitottuk meg az ala-
csony affinitdsti fehérje-ligandum koélcsonhatasok
vizsgalatat. Kérdéses, hogy a gyogyszeripar fejlédé-
se megbirkodzik-e az id6igényes biokémiai vizsgala-
tok és a nagy kapacitdsi robotizalt szlirérend-
szerek egyesitésének nem kis feladataval. Amig ez
nem torténik meg, addig a fentiekhez hasonl6
modszerek csupén a felfedezSkedvi tuddstarsada-
lom eszkoztarat gazdagitjak.
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2. abra A Hsp90 ATP-fiiggd molekuldris kapcsolojanak modellje. A jol ismert N-termindlis doménhez kotd ATP (N) felszabaditja az
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A sejtvaz és az extracellularis matrix kapcsolatanak
kutatasa videomikroszképos mozgaselemzés

segitségével

Investigation of the relationship between cytoskeleton and
extracellular matrix by videomicroscopic motility analysis

Méhes Elbd

Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudoményi Kar,
Anatémiai és Szovettani Tanszék, 1078 Budapest,
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Osszefoglalas

Retinabdl izolalt Miiller-gliasejteket hasznaltunk
modellrendszerként a laminin-1 sejtmotilitdsra
gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz, szamitogép
vezérelt videomikroszképpal készitett gyorsitott
(,time-lapse”) mozgoképek statisztikai elemzése
segitségével. Eredményeink szerint a lamininnal
boritott felszin noveli a tenyésztett Miiller-sejtek
motilitdsat és ttkeresd aktivitasat, tovabba serken-
ti a sejtek nyulvanynovesztd, -visszahtizé dinamiz-
musat. A homogén laminin-1 felszinen tapasztalt
utkeres$ aktivitdsnovekedése és a nyulvanydi-
namika fokozédasa arra mutat, hogy a laminin-1 és
a Miiller-sejtek kozott funkcionalis kapcsolat all
fenn, amely feltételezhetSen a sejtvaz felé iranyuld
jelatvitellel parosul.

Morfologiai kovetkezményként azt feltételezziik,
hogy a laminin-1 szerepet jatszik a Miiller-sejtek in
vivo nyulvanyarborizacidjaban. Ez a folyamat elve-
zet ahhoz, hogy a Miiller-glia-végtalpakbdl kiala-
kul a retinat az iivegtesttSl elvalaszté funkciondlis
barrier, a bels§ hatarhdrtya. A laminin motilitast
novelS hatdsanak atvitelében a lamininreceptor-
ként ismert disztroglikdn-komplex és az integrinek
jatszhatnak szerepet. Tervezett kisérleteinkben
megprobaljuk tisztazni a disztroglikan-komplex
molekularis osszetételét, és megkiséreljiik befolya-
solni vagy utdnozni laminin-1 funkcionélis domén-
jeinek kot6dését a receptorokhoz, hogy a laminin-1
motilitdst serkent6 hatdsanak mechanizmusat
feltérképezhessiik.

Meéhes, E.

Szent Istvan University, Faculty of Veterinary
Science, Department of Anatomy and Histology,
H-1078 Budapest, Istvan u. 2., Hungary,

Phone: (+36 1) 478-4225, Fax: (+36 1) 478-4224

Summary

Muller glial cells isolated from retinae are used
as a model system to investigate the impact of
laminin-1 on cell motility with the aid of statisti-
cal analysis of computer-controlled videomicro-
scopic time-lapse movies. We demonstrate that
laminin-1 covered surface increases motility and
path-searching activity of Muller cells in vitro
and it also enhances the cells’ process forma-
tion/withdrawal dynamism. Increase in path-
searching activity and cell process dynamism on
homogeneous laminin-1 layer indicates that
there is a functional relationship between
laminin-1 and Muller cells presumably involv-
ing signaling towards the cytoskeleton.

As a morphological consequence we hypothe-
size that laminin-1 is involved in process
arborization of Muller cells in vivo, resulting in
the formation of the internal limiting membrane
of the retina: a functional barrier made up of
Muller glial processes isolating retinal space
from the vitreous body. The motility increasing
effect of laminin may be transmitted towards the
cytoskeleton by integrins and dystroglycan,
known as laminin receptors. We will attempt to
clarify the molecular composition of the dystro-
glycan complex, and we will try to influence or
mimic the binding of laminin-1 functional
domains to their receptors in order to elucidate
the mechanism of the motogenic effect.
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Bevezetés

A tdbbsejtii 1ét evolticiés kialakuldsanak bizonyéra
kulcsfontossagti mérfoldkove volt a sejt—sejt kozot-
ti kommunikaciét biztositd, sejtmembranhoz kap-
csolt fehérjekomplexek kialakuldsa. Ezek a komp-
lexek teszik lehet6vé egytittal a sejtek és az extra-
celluldris tér makromolekulai kozotti kapcsolatokat
is. Ezeket a fehérjéket, amelyek extracelluldris mat-
rix (sejtkozotti allomany, ECM) molekuldk gytijt6-
néven ismertek, természetesen ugyancsak sejtek
termelik; felhalmozddasuk és monomerekbdl kiin-
dul6 6nosszeszerel6désiik az extracellularis térben
vagy a sejtek felszinén torténik. Kezdetben csak tér-
kitolts és mechanikai stabilizal6 szerepet tulajdoni-
tott nekik a sejtbioldgia (pl. a kollagénrostok szere-
pe a kotészovetekben), azonban késébb ismertté
valt, hogy az ECM molekulainak specifikus sejtfel-
szini receptorai vannak szdmtalan sejttipuson és egy-
fajta térben rogzitett, poziciondlis informaciot
jelenthetnek az Sket kotni képes sejtek szamara a
sejtmorfolégia, -mozgas és -osztddas szabalyoza-
saban.

Az ECM molekuldi - igy a laminin, a fibronektin, a
fibulin, a tenaszcin, a kollagén, elasztin, a perlekan
és az entaktin is — a kiilonféle sejtek felszinén 1évg
receptorkomplexekhez kot6dnek, és hatast gyako-
rolnak a sejtvdzra és a sejtmozgésra. Tobb ECM-
molekula esetében ez a hatas részleteiben is ismert.
A legismertebb matrixreceptor-csalddot a heterodi-
mer szerkezettel rendelkez$ integrinek alkotjak.
Alegység-Osszetételiik gazdag kombinacios lehetd-
ségeitdl fiiggden az integrinek kiilonféle ECM-mo-
lekuldkat képesek specifikusan kotni. Az intracel-
lularis oldalon kapcsolémolekuldk csoportja (talin,
vinkulin, alfa-aktinin) teremt kapcsolatot a plazma-
membran alatti sejtvaz aktinhalézataval. Az integ-
rinek és kisérémolekulaik adhéziés foltokba ren-
dezdédnek, ahol kinazok (pl. az src gén altal kédolt
tirozin-kinaz) jelenléte jelatviteli tevékenységre utal.
Innen indulnak a sejtalakfenntartdsban szerepet jat-
sz0 vastag aktinrostok, az tn. stresszrostok is [1].

Egy masik ECM-receptor a disztroglikdn, amely-
nek kapcsolatai részleteiben kevésbé ismertek. Is-
mert az, hogy a heterodimer szerkezetd disztro-
glikan laminint, perlekant és agrint is képes kotni.
A disztroglikan citoplazmatikus oldalan tobb csat-
lakozé molekuldbdl (disztrofinok, szintrofinok,
disztrobrevin) all6 komplex szervezddik, amely
izomsejtekben kapcsolédik az aktinvazhoz. Jelatvi-
teli tevékenységre utal nitrogén-oxid-szintaz kap-
csolodasa a komplexhez [2]. Mindezeket a moleku-
laris kolcsonhatasokat foglalja 6ssze az 1. dbra a
modellrendszeriinket jelent Miiller-gliasejtekben.

1. abra (lasd a cimlapon) A laminint kotd receptorkomplex-
ek feltételezett szerkezete Miiller-gliasejtekben. (Roviditések:
LN: laminin-1; aDG: alfa-disztroglikin; BDG: béta-disztro-
glikin; SG: szarkoglikin; Dp71: 71 kD-os disztrofin; DB: disztro-
brevin; Syn: szintrofin; Act: filamentdris aktin; a: integrin alfa
alegység; B integrin béta aleqység; L: kapcsolé molekulik)

A sejt és az ECM kozotti kolesonhatdsok kiilonosen
a daganatsejteknél és az embrionalis fejlédés soran
birnak jelentGséggel. A daganatsejtek mozgasat be-
folyasolja az Gket koriilvevé ECM. Ez kiilondsen
igy van a vérerek alaphdartyajan torténd atjutaskor:
az invaziv sejtek integrinekkel kétédnek az alap-
hartya lamininmolekulaihoz, majd a felsziniikon
1év§ IV. tipust kollagént hasit6 kollagendzzal bont-
jak az alaphdrtyat, mikozben atlépnek rajta. Az
attéteket alkotd tumorsejtek specifikus kolonizacié-
ja bizonyos szovetekben szintén fligg az ECM sz6-
vetspecifikus sajatossagaitol.

Az embrionalis fejlédésben — pl. fejlett gerincesek-
nél — a szoveti, szervi differencidcié sordn sok ana-
tomiai teriileten van Kkitiintetett jelentGsége a cél-
zott sejtvandorlasnak, illetve az egyedfejlédésben
az idegrendszer kialakuldsa sordn a sejtnytlvany-
novekedésnek. A célzott sejtvandorlas és nyul-
vanynovekedés iranyitdja lehet részint valamely
koncentraciofiiggen hat6 kemotaktikus anyag
jelenléte, részint pedig a szomszédos sejtek felszi-
nén vagy az extracellularis térben elhelyezkedd

Meéhes El6d az E6tvos Lordand Tudomanyegyetemen végzett 1996-ban biologusként a sejt-
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ti allomany makromolekulaival.

és fejlédésbiolégiai szakirdnyon. 1997-t6l az Allatorvostudomanyi Egyetem (ma Szent
Istvan Egyetem) Doktori Iskolajaban folytatja doktori tanulmanyait. Kisérletes munkait az
Anatémiai és Szovettani Tanszéken, az ELTE Biol6giai Fizika Tanszékével egytittmiikodés-
ben végzi. Erdekl§dési teriilete a sejtmozgds és a sejtvaz, illetve ezek kapcsolata a sejt kozot-
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fehérjék mintdzata, amelyek egyrészt letapadasi
felszint nydjtanak a vandorldshoz/nytulvanynéve-
kedéshez, masrészt pozicionalis informaciéként
részt vesznek annak térbeli iranyitdsdban. A van-
dorl6 sejteknek néha sajat méretiikhoz képest nagy
tavokat kell lekiizdeniiik, tobbféle sejttipus kozott
kell dthaladniuk, hogy elérjék azt a teriiletet, ahol a
szamukra programozott feladatot ellathatjdk. Egy
ismert példa, hogy az embrionalis fejl6dés soran a
kialakul6 kozponti idegrendszerbdl kilépd bizo-
nyos sejtek ECM-molekulakbdl (fibronektin) 6své-
nyen haladva vandorolnak a mellékvese-vel6éllo-
manyba.

Az agyidegek kotegelt szervez&désekor a novekvd
axonok irdnyitdsaban a szomszédos sejtek felszi-
nén 1évé ,taszité” molekuldk (pl. szemaforinok) és
a szomszédos axonok felszinén 1évé ,kotegels”
molekuldk jelenléte jatszik iranyit6 szerepet (axon
guidance). Az axonok, illetve az axonokbdl kotege-
16d6 idegek célirdnyos novekedésénél ugyancsak
az extracelluldris matrix és sejtfelszini adhézios
molekuldk célzott Osszhangja sziikséges az allat-
vildg olyan anatémiai bravirjainak létrejottéhez,
mint pl. a zsirdf 6 méter hosszi nervus vagusa,
vagy a balna agykérgi mozgatémezgjétdl a gerinc-
velSig nytlé piramispalyédja.

Kisérleti modelliinkben retindbdl izolalt Miiller-
gliasejtek esetében tanulmanyozzuk az ECM-mole-
kuldk hatdsat. A Miiller-sejtek a retina teljes ke-
resztmetszetét atérd gliasejtek, amelyek szorosan

4‘@1? retina
o ey balsd hatarhartya

ganglionsefek

Miller sajt

—baplaris sajtek

_ kiliksd hatarhartya

fatorecaptonk

|
Al _
;,'lt:_-,, | ——Pigmentsajtek

d

2. dbra A retina kifejlett szerkezetének egyszeriisitett képe
emlds dllatokban

zar6do nyulvany végtalpaikkal felépitik a retinat
az tivegtesttdl elvalaszté bels6 hatdrhartyat; a foto-
receptorokkal alkotott szoros kapcsolataik (tight
junction) révén pedig részt vesznek a retinat hata-
rol6 masik struktira, a kiils§ hatarhartya felépi-
tésében is (2. dbra).

A Miiller-sejtek in vivo kdrnyezetében megtalalha-
tok lamininok, kollagén IV és mas ECM-molekuldk
is, amelyek e sejtek morfologidjanak és élettani sze-
repeinek kialakuldsdban és fenntartadsaban szerepet
jatszhatnak. A laminin-1-molekuldk megtalalhatok
a retina bels6 hatarhartyéjdban (membrana limitans
interna) is, amely fontos barriert képez a retina ion-
és metabolit-homeosztazisdban és elvalasztja a reti-
nat az tivegtesttdl.

Ismert, hogy az ECM-molekulak koziil a laminin-
csalad tagjai motilitast serkent$ (motogén) hatéssal
vannak tobb sejttipusra. Kisérleteinkben arra keres-
siik a valaszt, hogy a laminin-1 milyen hatassal van
a Miiller-sejtek motilitadsara, valamint a motilitas —
korabbi vizsgalatokhoz képest tobb informaciot ado
— kvantitativ paramétereire, és ez a hatds milyen
sejtfelszini receptorkomplexeken és kapcsolé mole-
kulakon keresztiil kozvetitGdik a sejtvaz felé.

Anyag és modszer

Az itt ismertetett mdédszerek részletes leirasa a Cell
Motility and the Cytoskeleton cimii foly6iratban meg-
jelent cikkben szerepel [3].

Sejttenyészetek

Posztnatalis 14 napos C57BL10 egerek retinait izo-
laltuk és darabokra vagtuk 10% fotélis borjisavét
(FCS, GIBCO) tartalmazé6 DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, GIBCO) tapfolyadékban
steril koriilmények kozott. A 37 °C hémérsékletd,
5% CO,-tartalmd, 100% paratartalmi inkubator-
ban tartott tenyészetekben a retinadarabokbdl 3-5
nap elteltével morfolégiai és immuncitokémiai tu-
lajdonséagaik alapjan Miiller-gliasejtekként azono-
sithaté sejtek vandoroltak ki az aljzatra és egy-
rétegti (monolayer) tenyészetet alkottak. Ugyanezt a
modszert alkalmaztuk posztnatalis 10 napos
Wistar-patkanyokbdl izolalt Miiller-sejtek esetén is.
A retinadarabokat a tdpoldat cseréjével tavolitottuk
el. A tenyészeteket meghatarozott idejd tenyésztést
kovetSen 5 mM EDTA-tartalmu izoténids foszfat-
puffer (PBS) kbzegben lemostuk az aljzatrél, majd a
sejteket DMEM 10% FCS tapfolyadékban reszusz-
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pendaltuk, és kezeletlen, illetve 20 pg/ml laminin-
1-oldattal (EHS laminin, SIGMA) szobah&mérsék-
leten egy éjszakan 4t elSinkubalt tenyészedénybe
ultettiik at.

Szamitégépes videomikroszképia

A tenyészeteket 37 °C hdémérsékletet, 5% CO,-
atmoszférat és 100% paratartalmat biztosité6 mini-
inkubatorba helyeztiik. Az inkubéatort inverz fazis-
kontraszt-mikroszkép léptetémotorokkal vezérel-
het6 targyasztalara szereltiik, és 10 percenként di-
gitalis felvételt készitettiink a mikroszképos 1ato-
terekrdl (540 db), amelyeket a szamitégép-vezérelt
léptetémotorok elSreprogramozott médon bealli-
tottak. Az egyes latoterekrdl készitett képekbdl
gyorsitott (time-lapse) mozgoképeket készitettiink.
Szamitogépes kovetSprogram segitségével rogzi-
tettiik az egyes képkockakon 1évé sejtek pozicidjat,
majd a poziciékbodl szamoltuk az egyes sejtek ttvo-
nalat (trajektoriat) és a sejtmozgés egyéb paramé-
tereit [4,5].

Statisztikai elemzések

Szdmoltuk a sejttenyészetekben mérhetS sebesség
eloszlasat. Ezt sebességeloszlas-fliggvénnyel abra-
zoltuk. A sebességeloszlas azoknak a sejteknek a
szamat mutatja (logaritmikus skalan), amelyek egy
véletlenszertien vélasztott idépontban egy adott
(az x tengelyen feltiintetett) sebességértéknél gyor-
sabban mozognak. Szamoltuk a sejtek elmozdula-
sat; az ebbdl szarmaz6 d(t) elmozdulasfiiggvény a
sejtek atlagos elmozdulasat (d) adja meg egy tet-
sz6legesen valasztott (t) idStartam alatt. Az elmoz-
dulésfiiggvény dupla logaritmikus atalakitasa uta-
ni numerikus derivalasaval nyertiik a bolyongési
index fliggvényét [4,5].

3. dbra Tenyésztett Miiller-gliasejtek faziskontraszt mikrosz-
képos képe. Egy dll6 (bal) és egy vindorlé (jobb) sejt morfold-
gidja figyelhetd meg. A nyil a vandorlé sejt mozgdsinak ird-
nydt jelzi. (Roviditések: N: sejtmag; L: lamellopodium; U:
uropodium; a csillagok a vezet( élt jelzik a lamellopodium eliil-
s6 részén)
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Eredmények és diszkusszié

Az ECM-molekuldk és a sejtek kozotti kapesolodds
egyik kovetkezménye a letapadas és a sejtmozgas.
Az ECM-molekulak sejtmozgésra gyakorolt hata-
sanak értékeléséhez j6 lehetGségeket nytjt a sejtte-
nyészetek hosszu tavi videomikroszképos megfi-
gyelése (3. dbra). Kisérleteinkben gyorsitott (,,time-
lapse”) mozgdképeket készitiink inkubdtorban tar-
tott sejttenyészetekrdl faziskontraszt mikroszkép-
pal; a sejtek elmozdulasat az egyes felvételkészi-
tések kozott (amely altaldban 10 perc idGtartam)
szamitégépes program segitségével kovetjiik nyo-
mon, majd az Osszes megfigyelt sejt titvonalanak
elemzésével, statisztikai modszerekkel jellemezziik
a sejtmozgast. Ehhez a munkédhoz kapcsoléddan a
videomikroszképos laboratériumunkban készitett
mozgoképallomanyok (mpeg, quicktime formatum-
ban) az interneten is megtalalhaték [6].
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4. dbra Kezeletlen (A) és laminin-1-el6kezelt (B) aljzaton 22
ordig vindorld Miiller-sejtek videomikroszkdppal megfigyelt
trajektoridja. Mindkét mezbben 20 véletlenszeriien vilasztott
sejt trajektoridja litszik. Két reprezentativ trajektoria vastag
vonallal szerepel a B mezdben, ahol egyben nagyszamii trajek-
téria-forduldpont is megfigyelhetd. Az x és 'y tengelyek valos
sikkoordindtdkat jelentenek, méretezésiik mikronban késziilt.
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5. abra Kezeletlen vagy lamininnel elbkezelt feliileten vin-
dorlé Miiller-sejtek sebességeloszlas-fiigguénye. A fiiggdleges
tengelyen (logaritmikus skildn) annak a gyakorisdga szerepel,
hogy adott, véletlenszeriien vilasztott sejt a vizszintes tenge-
lyen dbrdzolt sebességnél nagyobb sebességgel mozog.

Vizsgélataink arra mutatnak, hogy a laminin-1
jelentés motilitdsserkent6 hatdssal van Miiller-
sejtekre (4. dbra). A laminin-1-molekulékkal boritott
aljzaton mozg6 Miiller-sejtek atlagsebessége mint-
egy 110%-kal nagyobb a kezeletlen aljzaton vandor-
16kéhoz hasonlitva [be nem mutatott eredmény]. A
motilitast kétféle statisztikai modszerrel jellemez-
ziik: (1) szdmoljuk a sejtek sebességének eloszlasat,
tehat azoknak a sejteknek a szamat, amelyek egy
véletlenszertien valasztott pillanatban egy adott se-

Mdller-sejiek eldvolodisa

a0

. 9 adl
E&o w1 .
= :
410 = |
1 : el
B ah 1 ! ol i |
] -'._....-l"

20 L _

10 —— lEminn

—— wnaninol
l::l 1
i 5 10

id&intervablum (]|

6. dbra A Miiller-sejtek dltal megtett tdvok és a vindorlds idd-
intervallumai kozotti Osszefiiggés laminin jelenlétében, illetve
hidgnydban. A tdvolsigok minden idGintervallumban nézve
szignifikiansan nagyobbak lamininnel elbkezelt aljzaton, mint
kezeletlen aljzaton.

bességnél gyorsabban mozognak (5. dbra); (2) sza-
moljuk az Osszes lehetséges id@intervallumban
mért sejtenkénti elmozdulasok atlagait, amely az
eltdvolodasfiiggvényt adja (6. dbra).

Az eltavolodasfiiggvény egyrészt meredekségével
informdciét ad a sejtek sebességétlagair6l, mivel az
adott idSintervallumban mért atlagolt elmozdula-
sokat mutatja, masrészt a fliggvény alakja kovet-
keztetéseket enged levonni a sejtek tdtvonalvezeté-
sét (trajektoriajat) illetGen. Jellemz&en mas-mas fligg-
vényalakot eredményez az adott teriiletre vissza-
visszatér trajektoria, a linearisan tdvolodé trajek-
toria és a véletlenszeri bolyongas trajektoridja. Az
eltdvolodasfiiggvény tovabbi transzformalasaval
egy un. bolyongasi (difftiziés) index szamolhato (7.
dbra), amely egyértelmten elvélasztja a trajekto-
ridknak /utvonalvezetésnek ezt a hdrom elméleti
tipusat.
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7. abra Kezeletlen vagy lamininnel elékezelt aljzaton vindor-
16 Miiller-sejtek titkeresd aktivitdsa. A linedrisan vindorlo,
illetve véletlenszeriien bolyongd elképzelt sejtpopuldciokhoz
tartozo 1, illetve 0,5 bolyongdsi index (a) értéket felvevd fiigg-
vények szintén szerepelnek. A lamininen vindorlé Miiller-
sejtekhez tartozé gorbe a vindorlds nagyobb iddintervallumait
tekintve megkozeliti a 0,5 a értéket. (A bolyongdsi index
tovdbbi magyarizata az Anyag és Modszer részben taldlhato.)

A bolyongasi index szerint a lamininen tapasztalt
gyorsabb mozgashoz véletlenszertibb tutvonalva-
lasztas tarsul, mint a kezeletlen aljzaton, igy a
sejtek trajektoriaja kozelit a véletlenszertien bo-
lyongé részecskék kétdimenzids trajektériajahoz.
Ez utébbi gy értelmezhets, hogy a folyamatos
nyulvanyképzédéskor a leger8sebb nytlvany/la-
mellopédium, amely végiil ,elhtizza” egy adott
irdnyban a sejttestet — vagy annak stlypontjat —
kozelitSleg véletlenszertien valasztott iranyban né
ki. Ennek eredményeként a trajektoria fordulépont-
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jainal az utvonalvélasztas kozel véletlenszerti az
el6z§ utiranyhoz képest, és az egész trajektoériabol
szamolt bolyongasi index az elméleti bolyongasra
jellemzé indexhez kozelit, kiilondsen ha a nagyobb
idéintervallumokat vizsgaljuk.

Az aljzatra elSinkubélt laminin-1 egyenletesen bo-
ritja a felszint; atomerd-mikroszképids (AFM) fel-
vételeink szerint a magatol felépiil§ lamininhalézat
nem mutat inhomogenitasokat a sejtek mérettarto-
manydaban [be nem mutatott eredmény], tehat a
lamininen vandorl6 sejtek nem valamilyen bori-
tottsagi stirtiséggradiens mentén mozognak. Moz-
gasukat és annak iranyultsagat nyuilvanyképzésiik
megnovekedett dinamizmusa befolyasolhatja,
amelyet a laminin-1-molekulakhoz valé kotédés
soran megindulé — javarészt tisztazatlan — jelat-
viteli tevékenység kozvetithet a sejtvaz felé.

A megnovekedett nytdlvanydinamika koézvetleniil
is megfigyelhetd. A tenyésztett sejtek kis hanyada
nem véandorol lamininen sem, valészintileg azért,
mert a tobb nytlvany koziil egyetlen irdnyban sem
alakul ki az egész sejtet elhtizni képes ,, dominans”
vezet6él. Ezek a sejtek megfigyeléseink szerint
azonban nagyobb &tlagos nytlvanyszammal ren-
delkeznek, és a nyudlvanyok kindvési, visszahtizasi
dinamizmusa nagyobb (a nytdlvanycsticsok sejtko-
zépponthoz viszonyitott sebessége mintegy harom-
szoros) a kezeletlen aljzaton 1évg allé sejtekkel
Osszehasonlitva.

Konkluzio

A laminin nyulvanydinamikét serkent$ hatdsdnak
szerepe lehet a retina szerkezetének kialakuldsa-
ban. Az egyedfejlédés korai szakaszaban a retina
kiils6 oldalan elhelyezkedd progenitor sejtekbdl a
késéi sejtdifferencidcios hullam részeként keletkez-
nek a Miiller-sejtek. Nytlvanyaikkal atnének a reti-
na teljes keresztmetszetén a belsé oldalig, ahol a
bendévé nytlvanyokat a mar kordbban odaérkezd
ganglionsejtek fogadjdk, amelyek laminint termel-
nek. A felhalmozédé laminin-1 hatasara a benévé
Miiller-glianytalvanyok arborizélnak, és a folyamat
végiil is elvezet a szorosan zar6do nyulvany vég-
talpak altal alkotott bels§ hatdrhartya kialaku-
lasdhoz.

A laminin-1 motogén és nyudlvanydinamika-fokozé
hatdsanak kozvetitésében a lamininreceptorként
ismert alfal/bétal-integrin és/vagy a disztrogli-
kan jatszik szerepet [2,7], amelyek egyarant megta-

14

lalhaték a Miiller-sejtek nytdlvanyvégtalpaiban in
vivo [8]. A disztroglikdinkomplex Osszetétele az
izomsejtekben részleteiben ismert: a disztroglikant a
disztrofin fehérjecsalad legnagyobb molekulatome-
gl tagja, a Dp 427 kéti az aktinvazhoz [2]. A
Miiller-sejtekben 1év§ disztroglikdnkomplex felépi-
tése feltehetSen hasonlé a mas sejttipusokban eld-
fordulé disztroglikankomplexével, vagyis szarkog-
likdnok, szintrofinok, disztrobrevin is részt vesz-
nek benne [8]. A komplex Osszetétele részleteiben
azonban nem tisztazott. Miiller-sejtekben a memb-
ranon ativel$ disztroglikdn és az aktinvaz kozott
felteheten a kis molekulatomegii disztrofin, a
Dp71 teremti meg a kapcsolatot.

A kozeljovében tervezett kisérleteink a Miiller-
sejtekben 1év6 disztroglikdnkomplex Osszetételé-
nek és a sejtmozgds sordn bekovetkezd esetleges
Ossze-/szétszerel6désének tisztdzasara irdnyulnak.
Megvizsgaljuk azt is, hogy a laminin mely funkcio-
nalis doménjei felel6sek a motogén hatédsért, vala-
mint hogy az integrin vagy a disztroglikankomplex
jatszik-e jelentGsebb szerepet ebben.

Koszonetnyilvanitas

A jelen kozlemény alapjaul szolgald kisérletek az
OTKA T030330 és az OTKA 034995 szdmu palyéza-
ti forrasok segitségével valdsultak meg. Kiilon
koszonettel tartozom az ezt a munkat elsé kozlés for-
majaban bemutat6, a Cell Motility and the Cytoskeleton
cimi folyodiratban megjelent kozlemény [3] térs-
szerzGinek: Czirék Andrasnak, Heged{is Balazsnak,
Vicsek Tamasnak és Jancsik Veronikanak.
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EGYESULETI HIREK

A Magyar Koztarsasag EInéke 2003. marcius 15. alkalmébdl a legmagasabb allami elismeréssel,
Széchenyi-dijjal tintette ki egyesilletiink tagjat:

@%MM W akadémikust,

a Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar egyetemi tandrat,
a Klinikai Biokémiai és Molekularis Patoldgiai Intézet igazgatdjat
a véralvadas és a trombocitak biokémiajanak kutatasaban elért — nemzetkézileg is
nagyra értékelt — tudomanyos eredményeiért, az orvosi laboratériumi diagnosztika
fejlesztésében végzett tudomanyos iskolateremt6 és tudomanyszervez6 munkassagaeért.

A Magyar Biokémiai Egyeslilet nevében szivbdl gratulalunk,
és tovabbi eredményes munkat kivanunk a kitlintetettnek.

Felhivjuk minden érdekl&dé figyelmét, hogy a FEBS Newsletter 9

2003. januari szama olvashat6 az alabbi internetes cimen:
http.//www febs.org/News/Newsletter/Febs_Newsletter.btm
Ugyanott az idei FEBS 2003 Congress, Meeting on Signal Transduction

(Brusszel, 2003. jalius 3-8.) rendezvénnyel kapcsolatos kiilonszam is olvashato. [

CD 2003

9th International Conference on Circular Dichroism in Chemistry and Life Sciences
August 31 — September 4, 2003, Edtvds Lorand University Budapest, Hungary

Chairman: Miklés HOLLéSI,
Eotvos Lorand University, Budapest, Hungary

Co-Chairman: Sandor ANTUS,
University of Debrecen, Debrecen, Hungary

Main Topics: Theoretical Aspects &

Instrumentation and Methodology # Electronic CD,
FDCD, CPL # Vibrational Optical Activity: VCD
and ROA # Anisotropic Phases, Oriented Molecules
& Enantiomeric Separation by HPLC, Capillary
Electrophoresis # Chiral Stationary Phases, Chiral
Selectors & Natural Products and Biopolymers —
Structural Studies # Supramolecular Interactions,
Proteome, Interactome & New Materials, Polymers
& Applications in Analytical, Medicinal, Forensic,
Agricultural and Food Chemistry

Plenary lecture: K. Nakanishi, Columbia University,
New York, NY, USA.

Keynote lectures: L. D. Barron, Univ. Glasgow, UK;
L. Di Bari, Univ. Pisa, Italy; B. Feringa, Univ.

Groningen, The Netherlands; N. Harada,
Tohoku Univ., Sendai, Japan; J. Hirst, Univ.
Nottingham, UK; Y. Inoue, Osaka Univ.,
Japan; K. Kano, Doshisha Univ., Kyoto,
Japan; T. Keiderling, Univ. lllinois, USA;
H-G. Kuball, Univ. Kaiserslautern, Germany;
D. Lightner, Univ. Nevada, USA; C. Toniolo, Univ.
Padova, Italy; R. Woody, Colorado State Univ., USA.

Deadlines for early registration and submission of
abstracts: May 1, 2003.

More information: Dr. Gabor Dibé, Secretary of
CD 2003 (Department of Organic Chemistry,
Eotvos Lorand University

P O. Box 32, Budapest 112, Hungary, H-1518
Phone: +36-1-372-2771; Fax: +36-1-372-2620
E-mail: ¢cd2003@chem.elte.hu

Web-site: http://cd2003.chem.elte.hu
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Araté Eszter 1958-ban sziiletett Budapesten. Onmagét alap-
vet@en autodidaktdnak tekintd mivész — az alkotomunkdhoz
sziikséges technikai tuddst részint képz6miivészeti kurzusokon,
részint énndn folyamatos probalkozasain keresztill szerezte meg.
1997 Gta tagja a Szabad KépzG- és Iparmiivészek Orszagos
Szovetségének, képeit hazai kidllitdsokon és kiilfdldon is be-
mutatja. Egy rajzat a képz6miivészeti munkakat a vildg minden
orszagabol gy(ijté Very Special Arts International (Washington
DC, USA) 1994-ben felvette a gydjteményébe, 1996-ban — nyolc
alkotd egyikeként — elnyerte a nemzetkozi Yamagata Képz6mii-
vészeti Program 0Osztondijat a Corcoran Mazeum Mivészeti
Iskol&jéban (Washington DC, USA).

Munkdja eredendGen 6nmaganak kifejlesztett technika, célzottan
nem tudatos, hanem 8sztdnds Gnkifejezési mad, melyet szellemi
eszmélése Gta folyamtosan alakit. Képeiben az emberi kapcsola-
tok kifejezésmodja dominal, amely — sajat bevalldsa szerint —
olyan ,belsd vildg, amiben sok mindenki magéra, a sajét dolgaira
ismerhet”. Képei dontden vegyes technikdval készitett tusrajzok:
acsétollal kialakitott tusrajzolatot szines ceruzaval vagy pasztellel
szinezi, szines papirral kollazzsa alakitja. A kompoziciokat rend-
szerint a kép kozponti helyzetli vagy egymésba &gyazddo féalak-
jai strukturaljdk, s ezen alakok kornyezetét vagy a koztlik kiala-
kul6 térrészeket késdbb, aprolékos munkaval tolti ki a képnek
nem csupdn hatterét, de egyben hangulatét is megado ornamen-
tikdval, mely hol egyszer(i vonalegyiittesekre, hol Gsszetettebb,
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adott esetben é16 formakra (pl. sejtekre) emlékeztetG alakzatokra épiil. A kép egyes
térrészeit egymassal parhuzamosan alakitja, igy azok egymdssal mintegy kommu-
nikélnak, egymasra vélaszolnak vagy éppen konfliktusban allnak. Tébor Addm
elemzésében: ,A legttbb képen
rendszerint van eqy fGalak vagy egy,
a képsikot dominald nagyobb arc. A
mellékalakok, torzok, kisebb figu-
1k, abszirakt ornamensek mind
ehhez a fdalakhoz viszonyuinak,
mintegy annak kivetiilésel, projek-
Ci0I. ... Az expressziv figuralitas és a
geometrikus-raciondlis  abszirakt
ornamentika a legmagasabb Szinten
Otvézddik bennilk. Ezért ezeken a
képeken valoban a Ilélek donmagét
néveld logosza manifesztalodik — 6s
6z a legtdbb, ami eqy mdrdl el-
mondhato.”
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Lk M e gt Arato Eszter tovabbi képei megte- 5 | y B o
Araté Eszter, Vardzslat (1998), kinthetGk az aldbbi internet cimen:  Araté Eszter, Kotédés (2001),
tempera, tus, kréta http.//www.kalota.comyae/ szines ceruza, tus, kolldzs
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Rekombinans Pichia pastoris Muts termékképzése
a pH és a homeérséklet figgvényében

Recombinant protein production with Pichia pastoris MutS strain
as a function of pH and temperature

Kupcsulik Balint és Sevella Béla

Mezbgazdasagi Kémiai Technoldgia Tanszék, Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudoményi Egyetem,
1521 Budapest, Szt. Gellért tér 4. E-mail: bkupcsulik@mail.bme.hu

Kupcsulik, B. and Sevella, B.

Department of Agricultural Chemical Technology, Budapest University of Technology and Economics,
H-1521, Budapest, Szt. Gellért tér 4. E-mail: bkupcsulik@mail.bme.hu

Summary

The influence of pH and temperature was found
to be significant on the specific product formation
rate of recombinant Pichia pastoris MutS GS115
HSA. An unstructured mathematical model, com-
posed of a Michaelis pH formula and two
Arrhenius equations, was fitted to the sepcific
product formation rate. The model is of general

interest, since it can be applied with minimal
alterations for any recombinant protein expressed
in Pichia. The predicted optimum for product for-
mation at pH 5.7 and 20 °C resulted in the highest
product concentration and specific product for-
mation rate, which suggests different optima for
the cell mass and product forming phases of the
fermentation.

A Pichia pastoris éleszté alkohol-oxiddz promotere-
in alapulé rekombinans fehérjetermel§ rendszer
jelenleg a vilagon ismert legsikeresebb eljardsok
kozé tartozik, s a mai napig mintegy haromszaz
heterolog fehérje elallitasat jelentették [1]. A P. pas-
toris élesztével a termelni kivant fehérjét nagy kon-
centraciéban, konnyen tisztithatéan és az eredeti
bioldgiai tulajdonsagokkal lehet elallitani [2].

A P. pastoris metanogén élesztSt elszor a Phillips
Petroleum hasznalta egysejtfehérje elGallitasara
metanolon mint egyediili szénforrdson. Az éleszts
FAD-fiigg6 alkohol-oxidaz enzimei segitségével a
metanolbdl formaldehidet képez, majd a formal-
dehidet tovébbi enzimkatalizalt 1épésekben ecet-
savva, végil szén-dioxidda oxiddlja. A formal-
dehid dihidroxi-aceton-szintetdz enzim segitségé-
vel kapcsolodik a sejt f6 metabolikus rendszeréhez.
A reakciodtit sebességmeghatarozo 1épése a metanol
oxidécidja. A metanol oxidalasakor hidogén-per-
oxid képzdédik, amit kataldz bont. Mivel a képz&dé
hidrogén-peroxid karositja a sejtet, az alkohol oxi-
décidja kiilon kompartmentekben, a peroxiszémak-
ban torténik. Anagy - 1,2% (V/V) feletti — metanol-

koncentréaciéval jaré fokozott hidrogén-peroxid-
képzbdés révén a magas szubsztratkoncentracié
toxikus a sejtekre [3].

A P. pastoris két alkohol-oxidaz enzimmel rendel-
kezik (Aoxl és Aox2). Az Aox enzimek nagy
szerkezeti homolégidt mutatnak (95%), azonban
expressziés szabalyozasuk eltér: aktivalt allapot-
ban az Aox enzimek 85-90%-at az AOX1 gén ko-
dolja. Mindkét fehérje kifejez6dése katabolit rep-
resszi6 alatt all, gliikéz vagy glicerin jelenlétében a
sejtben gyakorlatilag nem mérhet$ alkohol-oxid4z-
aktivitas. Az Aox enzimek kifejez6dését a metanol
indukdlja, aktivalt allapotban a sejtek teljes fehérje-
mennyiségének akadr 30%-a is Aox lehet. Az ex-
presszids rendszer a szigordan szabdlyozott, erds
AOX1 promoéteren alapul. A heterol6g fehérje be-
épiilési helyétsl fiiggéen tobbféle rekombinans
Pichia-t6rzs hozhat6 létre: ha az AOX1 génbe épiil,
az éleszt6 megmaradt intakt AOX2 génjével meta-
nolon csak lassan képes névekedni (MutS, Metanol
Utilization Type Slow), ha pedig a kromoszéma
egyéb részébe, dltaldban a HIS4 génbe épiil, akkor
a vad torzsnek megfelels lesz a novekedési sebes-
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ség (Mut+, Metanol Utilization Type +). Létrehozhat6
MutV varidns is, amely nem rendelkezik intakt AOX
génnel. Annak ellenére, hogy a Mut* varidns no-
vekedése 6-7-szer gyorsabb, mint a MutS variansé,
a poszttranszlaciés modositasok idSigénye miatt
gyakran az utobbi eredményez magasabb biol6giai
aktivitassal rendelkez$ heterolég fehérjekoncent-
raciot.

A P. pastoris éleszté alkohol-oxidazan alapulé re-
kombinéans fehérje-el6éllitds a kovetkezd elényds
tulajdonsagokkal rendelkezik: (1) az expresszids
rendszer kereskedelmi forgalomban kaphato, (2) a
rekombinans éleszt§ eltartdsa genetikai stabilitdsa
miatt egyszerti, (3) genetikai manipuldldsa a
Saccharoyices cerevisine mikroorganizmusra alkal-
mazott mddszerekkel lehetséges [4], (4) a genetikai
stabilitds és az indukdalhaté termékképzés meg-
bizhat6 fehérje-elGallitast tesz lehet6vé, (5) a Pichia
nem folytat fermentatitiv metabolizmust, igy egy-
szerli eszkozokkel nagy sejtkoncentracié érhetd el
[5], (6) a hagyomanyos szervezetekhez (Escherichia
coli, S. cerevisiae) képest kiemelkedSen magas ter-
mékkoncentraciok érhetdk el, (7) legalabb 65 kD
fehérjeméretig extracellularis a fehérjeexpresszi6
(S. cerevisine a-mating factor szignalszekvenciaja-
val), (8) altaldban nativ szerkezetl funkciondlis fe-
hérjét termel eukaridta eredetli rekombinans ter-
mékek esetében is [6], (9) szemben a fehérjéket
hiperglikozilal6é S. cerevisiae élesztSvel, glikopep-
tideknél f6ként a human szerkezetnek megfelel6bb
(Man)g egységek kapcsolésa [7,8], (10) genetikailag
stabil, (11) tiszta tapoldatban (csak szénforras és
szervetlen sok) tenyészthetS. A nagy termékkon-
centrdcio, az extracellularis kifejez6dés és a tiszta
tdpoldat alacsony koltségli terméktisztitasi eljara-
sokat enged meg.

A P. pastoris glicerinen pH 2,7-7,5 kozott széles
hémeérséklet-tartomanyban képes novekedni [9],
azonban kisérleti rendszerekben gyakorlatilag ki-
zar6lagosan a forgalmaz¢é altal ajanlott pH 5,0 és
30 °C értéket hasznaljak. Mivel a Pichia kis mennyi-
ség alkalikus és neutralis protedzt is termel, amely-
re bizonyos fehérjék érzékenyek [10], elsédleges
célunk a torzs heterolég fehérjetermelS képességé-
nek vizsgalata volt alacsony pH-értékeken. Mivel
pH 4,2 alatt nem tapasztaltunk termékképzést, vi-
szont a fehérjetermelés hémérsékletfiiggést muta-
tott, eredeti linedris ortogonalis kisérleti terviinket
kiterjesztettiikk egy masodfokii ortogondlis Box-
Behnken kisérleti tervvel, igy pH 3,2-7,2 és 17-29
°C-os tartomanyt vizsgéltunk. A fermentacids ki-
sérleteket P. pastoris GS115 Mut® human szérum
albumint (HSA) termel§ torzzsel végeztiik 800 ml
térfogatban, BIOSTAT Q (B.Braun) tipust, 4 parhu-
zamos fermentacid végzésére alkalmas keverds fer-
mentorban. A fermentacié glicerines sejttomegno-
vel6 fazisa 22-24 6ran keresztiil, pH 5,0 értéken,
29 °C-on folyt a glicerin teljes felhasznélasaig, amit
az oldott oxigénkoncentrdci6 emelkedése jelzett.
A metanolos szakasz sordn inftiziés adagoldval,
allandé sebességgel adagoltuk a metanolt, ami
korabbi méréseink szerint egy dtmeneti adaptaciés
periédus utan a termékképzésnek megfelels 0,5 g/1
metanolkoncentraciét biztosit [11]. A HSA fehérjét
SDS PAGE elvélasztassal (Pharmacia Phast System)
valasztottuk el, koncentracidjat Kodak Digital
Science 1D Image Analysis programmal hataroztuk
meg. A termék proteolitikus bomldsat a vizsgalt
tartomanyban nem tapasztaltuk. A mért HSA-kon-
centraciokbol (P) szarazanyagra (x) vetitett fajlagos
termékképzési sebességet (Hp) képeztiink, azt felté-
telezve, hogy ennek értéke a termékképzési sza-
kasz soran allandé:

Kupcsulik Bélint 1999-ben végzett a Budapesti Mtiszaki Egyetem Vegyészmérnoki karan mint bio-
mérndk, ipari biotechnolégia szakiranyon. 1997/98-ban a University of Georgia egyetemen genetika sza-
kon toltott hdrom trimesztert a Georgia Rotary Student Program 6sztondijaval. 1999-ben harom hénapot
a dél-afrikai University of Stellenbosch Mikrobioldgiai Tanszékén toltott a STINT program keretében.
2000-t6] a Budapesti Mtiszaki és Gazdasagtudoményi Egyetem Mez8gazdasagi Kémiai Technolégia
Tanszékén doktordns. Fébb kutatasi teriiletei: fermentaciés kinetikai vizsgalatok rekombinédns Pichia

pastoris-, Aspergillus terreus-, Acetobacter- és Enterobacter-torzsekkel.

Sevella Béla vegyészmérnok, 1970 6ta a BME Mezégazdasagi Kémiai Technolégia Tanszék oktatéja, a
tudomany kandidétusa, 1993 6ta habilitalt professzor és a tanszék, azon beliil a fermentaciés kutatécso-
port vezetSje. F6bb kutatési tertiletei: fermentaciés technolégidk fejlesztése, optimalasa, fermentacios
rendszerek kinetikai, anyagatadasi folyamatainak vizsgalata. Az altala vezetett iskolabdl gradualis ve-
gyészmérnokok és biomérnokok szazai kertiltek ki, tobb egyetemi doktori és kandidatusi disszertacié
késziilt iranyitasa alatt, és jelenleg is tobb PhD-hallgaté témavezetdje.
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Statistica for Windows 6.0 programmal végzett
analizis szerint a termékképzést biztosité beallita-
sok (I. tabldzat) mellett pp-re a pH, a pH2, valamint
a hémérséklet hatasa is szignifikans, a kereszthata-
sok elhanyagolhatéak. A mért értékekre nem struk-
turalt, Michaelis pH-fiiggvényen és két Arrhenius-
egyenleten alapul6 fiiggvényt illesztettiink (II. tdb-
lazat). A figgvény maximuma pH 5,7-nél és 20 °C-
nal van (I. tdblizat); az ezen kortilmények kozott
végrehajtott fermentacié valéban a legjobb ered-
ményt adta a vizsgalt beéllitasok koziil (894 mg/1

I. tablazat Az elvégzett fermentdcick paraméterbedllitdsai és
eredményei

pH TI°C] WP [mg/g/h]
3,2 29 0
5,2 29 0,093
3,2 23 0
5,2 23 0,177
4,2 26 0
6,2 20 0,197
6,2 17 0,172
7.2 20 0,137
5,2 20 0,126
7.2 17 0,043
6,2 23 0,160
5,2 17 0,180
5,7 20 0,194
7.2 23 0,070

IL. tablazat Az illesztett modell fiigguényparaméterei

HSA). Az eredmények azt mutatjak, hogy a sejt-
tomegképzési szakasz (pH 5,0 és 29 °C) és a termék-
képzési szakasz (pH 5,7-nél és 20 °C) koriilményei-
nek szétvalasztasa noveli a produktivitast. Az ered-
ményekre torténd illesztéssel kapott matematikai
modell (II. tdblazat) ppy., maximalis fajlagos ter-
mékképzési sebesség valtoztatdsaval tetszSleges
fehérjére alkalmazhat6, és varhatéan P. pastoris
Mut+ variansra is hasznalhato.
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lllesztett Arrhenius-fliggvény

K, [H1]

“P = I‘LPmax :

Kl 'Kz +K1 ’ [H+]+[H+]2 |

~AH, ~AH,
a-exp ? —b-exp ?

Arrhenius-paraméterek

K, K, a -AH, /R -AH, /R Hpmax
2,14 x 105 2,27 x 107 6,43 -43,8 -71,5 1,48
Varianciaanalizis (ANOVA)

DF SS F P r2
Regresszid 6 0,211 0,035 13,04 0,0017 0,918
Rezidualis 7 0,019 0,003
Teljes 13 0,230 0,018
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Uj tavlatok a molekularis biolégiaban - Bio-Science

Szimpozium az Akadémian

Jelent8s tudomanyos eseménynek lehettiink tanti
ez év oktober 4-én: a Magyar Tudomanyos Akadé-
mian megrendezték az els§ Bio-Science Szimpé6ziu-
mot a Bio-Science Kft. szervezésében. Az egész na-
pos program a molekuldris biolégia legtijabb mod-
szereivel, eredményeivel foglalkozott, amely ko-
moly érdeklédést valtott ki. A rendezvényen tobb
mint 300 regisztralt szakember vett részt, koztiik a
szakma hazai és nemzetkozi vonatkozasban is
ismert vezet§ szaktekintélyei.

Dr. Tatrai Agnes, a Bio-Science Kft. igazgatéja beve-
zetGjében kifejtette, hogy a cég a kereskedelmi tevé-
kenység mellett szamos tudomanyos projektben is
részt vallal, de ettdl fliggetleniil is feladatanak érzi
a tudomanyos kozosség tamogatésat magas szinvo-
nalii rendezvények szervezésével is. Ennek eddigi

legkomolyabb megnyilvanulésa ez a szimp6zium.

A rendezvény moderatora Dr. Lakatos Péter (SE I
Belklinika) volt, aki nemcsak kutatéként, hanem
klinikusként is szemléli a molekularis biologidban
az utébbi években végbement fejlédést. Ez meg-
nyilvanult abban is, hogy szdmos esetben a gyakor-
lati felhasznélds iranyéba terelte az el6adasokat ko-
vetd diszkussziot.

Az els6 el6ado Falus Andréas akadémikus (SE Ge-
netikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet) volt, aki a
genomika jelenét és jovGjét vetitette a hallgatosag
elé, nemritkan filozofikus hangvétellel, kiilonosen
kiemelve az etikai vonatkozasokat. Dr. Puskds
Laszl6 (Szegedi Biologiai Kozpont) mar a gyakor-
latban mutatta be, hogy mire képes a chiptechnol6-
gia, és mindezt hazai példakkal illusztralta. Kiilo-
nosen érdekesek voltak a skizofrénia genetikai hat-
terével kapcsolatos adatai.

Dr. Dimitri Pappaioannou (Molecular Probes,
Hollandia) els§ el6adasaban a nukleinsavak detek-
talasara alkalmas fluoreszcens festékekrsl adott
részletes attekintést. A kdvésziinet utan pedig a fe-
hérjék kimutatasara kifejlesztett legtjabb festéke-
ket mutatta be szdmos gyakorlatban j6l hasznalha-
t6 szempontot emlitve. Dr. Wolfgang Fiedler
(Martin Luther University, Németorszag) a vastag-
bél adenomatosus polyposisat okoz6 génmutacidk
kimutatdsdra Kkifejlesztett dn. protein truncation
tesztet mutatta be. A polyposis gyakran vezet daga-
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nathoz, igy vizsgélata kiilondsen fontos. A médszer
egyébként mas, hasonlé kérképek genetikai hatte-
rének tisztdzasara is alkalmas. Dr. Poonam Taneja
(Alpha Innotech Corp., USA) a CCD kamerak tulaj-
donsagait, a gélfényképezés finomsagait elemezte.
Szenzaciésan adta el a géldokumentaciés rend-
szerek vasarlasanak gyakorlati szempontjait.

Az igen bdséges és izletes ebéd utan Dr. Ingrid
Liegl-Magiera (Promega, Németorszag) a luciferaz
jelolégén teszt (luciferase reporter gene assay) alapjait
magyarazta el, illetve a legtjabb valtozatait és al-
kalmazasait mutatta be. Hihetetleniil érdekes volt
latni, hogy ez a viszonylag régi mdédszer milyen tj
tertiletekre volt képes betorni. Ezt kovetSen Dr.
Nagy Laszl6 (DE OEC Biokémiai és Molekularis
Biol6giai Intézet) rendkiviil magas szinvonald eld-
adasédban a szteroid hormonhatds molekuldris tor-
ténéseit ecsetelte fehérje—fehérje kolcsonhatasokra
bontva. Helyenként multimédids animécidkat is al-
kalmazva, szemléletes képet adott a szteroidrecep-
tor miikodésérdl. Dr. Michael Hoffmann (Freiburg
University, Németorszag) egy 4j lumineszcens el-
jarast, a READIT modszert ismertette, és popula-
ci6s genetikai sztirésekben torténd alkalmazasokra
mutatott példédkat. A médszer mindossze 4 hona-
pos, de mar hazai alkalmazassal is talalkozhattunk
Dr. Lakatos Péter és Koésa Janos elGadéasédban,
amelyben a csontritkulds diagnosztikajaban és a
terapias dontésben fontos kollagén 1A1 gén spl
mutaciéjanak vizsgalatdra kifejlesztett READIT
modszeriiket szemléltették. A rendszer nagyszdmu
minta gyors és pontos vizsgalatat teszi lehet6vé az
elektroforézis mell6zésével.
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A szimpézium utolsé elSadasat Dr. Padar Zsolt
(OREFK Btintiigyi Szakérté és Kutaté Intézet) tartot-
ta a molekularis genetika szerepérdl a kriminalisz-
tikdban. Meggy6zSdhettiink réla, hogy a helyen-
ként tudomanyos fantasztikumnak tdné azonosi-
tasi (genetic identity) lehetSségek valéban specialis
agat képezik a genetikanak.

A rendezvényen elhangzott el6adasok szinvonala a
vildg barmely pontjan megallta volna a helyét.

A rangos kiilféldi el6adék mellett a szakma hazai
kivalésagainak szereplése azt is jelzi egyttal, hogy
ezen a téren nincs szégyenkeznivalonk. A hallgaté-
sag soraiban szdmos akadémikus, egyetemi tandr
és vezetS kutaté foglalt helyet, akik koziil tobben
allitottdk, hogy sok 1j és hasznos informaciéhoz
jutottak az el6adasokbdl és az azokat kovets meg-
beszélésekbdl. Hogy mennyire stimuldlé volt a
hangulat, arra jellemz$ a sziinetekben kialakitott
4j, kulfoldi-magyar és magyar-magyar kollabora-
cidk egész sora.

Dicséret és koszonet illeti a Bio-Science Kft. céget
azért, hogy az egész rendezvényre az dnzetlenség
volt jellemzd, marketingiz(i tevékenységnek még a
nyoméat sem lehetett felfedezni. Csak remélhetjiik,
hogy egy sorozat kezdetének voltunk tanti, és a
cég a jovbben is tdmogatni fogja a tudomanyos
kozéletet hasonléan magas szinvonali konferen-
cidk szervezésével.

Nagy Zsolt
Semmelweis Egyetern
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Tisztelt Fiatal Kutatok,

emlékeztetjiik, hogy a Sigma-Aldrich palyazat benyujtasi hatarideje 2003. aprilis 30.
A palyazat feltételeirél honlapunk aktualis rovata a
http://wwuw.sigma-aldrich.com/hungary
nyujt tajékoztatast.

Egyben felhivjuk minden Kedves Olvasé figyelmét, hogy Uj kiaddsban megjelent a
Sigma Elettudomanyok 2003-2004 katalogus. A kiadvanyban a részletes technikai
informéaciokkal és Uj reagensekkel kibévitett termékkinalat az alabbi tematikai
csoportokban talalhaté:

* Molekularis biolégia * Sejtkultura « Jelatvitel és idegtudoméanyok ¢ Immunokémia
» Fehérje analitika és proteomika ¢ Fehérje kromatografia
» Gyogyszerkutatas és biolégiai vizsgalatok
Az ingyenes katalégus honlapunkon rendelhetd meg.
Szivélyes tidvozlettel,

c%}..
SIGMA-ALDRICH

Sigma-Aldrich
Magyarorszag
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Vegyi anyagok toxikus hatasainak mérése és

kockazatbecslése a talajban

Gruiz Katalin:
KORNYEZETTOXIKOLOGIA

Vegyi anyagok hatdsa az 6koszisztémara
(Konyvismertetés)

Mdegyetemi Kiad6, Budapest, 2001

Gruiz Katalin tarsszerz6kkel (Horvath Beata és
Molnar Monika) irt 171 oldalas konyve iranti
igényt a modern kornyezetirdnyitasi rendszerek,
azon beliil is a vegyi anyagok és a szennyezett
teriiletek kornyezeti kockdzatanak kvantitativ fel-
mérése hivta életre. A konyv széles korti felhasz-
nalasra késziilt; nemcsak a kornyezetvédelmet
féfoglalkozasként miivelSk, de a kornyezetvéde-
lem irdnt fogékony, egyéb teriileten dolgozé szak-
emberek és nem szakemberek szdmadra is. Fontos
szerepe lehet egy kornyezetbarat nemzedék kikép-
zésében, ezért ajanlhaté a konyv egyetemek, sét
egyes kozépiskoldk szdmadra is. A Budapesti M-
szaki és Gazdasagtudoményi Egyetem Vegyész-
mérndki Kar Biomérnok és Kornyezetmérnok sza-
kidn a tananyagnak is részét képezi a kornyezet-
toxikologia és a kockazatfelmérés.

A konyv a talajt allitja érdekl6dése kdzéppontjaba,
egyben ez jelenti tjszertiségét is. A talaj kornyezeti
allapotanak megitélésére és a talajba kertilt kocka-
zatos anyagok hatasanak mérésére alkalmas komp-
lex metodika kifejlesztése napjaink tudoméanyanak
feladata. A konyvben szerepl$ szemlélet és konk-
rét, talajra specifikus kornyezettoxikoldgiai méd-
szerek biztosithatjdk, hogy a talaj mint az elemek
korforgasanak szinhelye és ezzel a foldi 6kosziszté-
ma fontos és védendd része, a vizhez hasonlo rész-
letességgel vizsgalhat6, megitélheté és védhetd
legyen.

A magyar nyelvl konyv megjelenése hianyp6tlé a
kornyezetvédelem tertileten, sét kiilfoldon is alig
taldlhat6 hozza hasonl6 részletességgel megirt mt.
Az elmult szadzadban a vegyipar gigantikus fejlé-
dése kovetkeztében a kornyezetbe keriils vegyi
anyagok mennyisége is drasztikusan megnétt, s6t
ez a tendencia, ha csokkent mértékben is, de ma is
folytatédik. Ezért nagyon fontos, hogy olyan méré-
si lehet8ségek alljanak rendelkezésiinkre, amelyek
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megbizhatéan jelle-
mezhetik a kornye-
zetbe keriil§ vegyi
anyagok hatdsit a
teljes 0koszisztémara
(benne végeredmény-
ben az emberre is)
vonatkozéan.

HORNYEZETTONIKOLOGIA

A biokémikus is sok
esetben in vitro ko-
rilmények  kozott
modellezi az él6vilag
eseményeit. A kor-
nyezettoxikolégus sem emberrel kisérletezik, ha-
nem az Okoszisztéma alacsonyabb rendii egyedeit
hasznalja kisérleti alanyokként, és a naluk észlelt
hatdsokbdl kovetkeztet az egyes vegyi anyagoknak
a teljes él6 rendszerre kifejtett hatasara. Természe-
tesen ebben az esetben is fontos a kisérleti alanyok
kivalasztasa, mert ezzel tudjuk a kockazatbecslés
hibéjat minél kisebbre csokkenteni. A megjelent
konyv ehhez nytjt segitséget az aldbbi f6bb téma-
korok részletes targyalasaval:

1. Kornyezettoxikoldgia és a kockazat kezelése:
- Vegyi anyagok hatasa a kdrnyezetre
— Toxikoldgiai tesztek egyedi és tobb faj
bevonasaval

2. Okotoxikolégia és a vegyi anyagok kockézata:

— A kockazat mérésének alapja, kockdzatfelmé-
rés, hatarértékképzés

— A szennyezett teriiletek kockazata és egyedi
hatarértéke

— Kornyezetiranyitasi dontések

3. Szennyezett talajok 6kotoxikologiai jellemzése:

— A talajokoszisztéma tagjai, a talaj tesztelésére
alkalmas médszerek (egy és tobb fajt alkalma-
z0 modszerek, rezisztencia, szabadfoldi tesz-
tek, bioszenzorok, géntechnikék stb.).

A fenti témakorok kiegészitésére részletes prakti-
kum, szakirodalom és fogalomtar is talalhaté a
koényvben. A konyvet a Miegyetemi Kiad6 adta ki
2001-ben. Késziilt a Mdegyetemi Nyomdéban.
Azonositd szama: 65036, ISBN 963 420 676 x

Ldszlo Elemér
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