
BIOKÉMIA
A Magyar Biokémiai Egyesület tájékoztatója

Quarterly Bulletin of the Hungarian Biochemical Society

Szerkesztôbizottság:
ALKONYI ISTVÁN, BÁNFALVI GÁSPÁR, FALUS ANDRÁS, FÉSÜS LÁSZLÓ, 
GERGELY PÁL, HUDECZ FERENC, NYESTE LÁSZLÓ, SARKADI BALÁZS

Felelôs szerkesztô:
SZÉKÁCS ANDRÁS

XXVII. ÉVF. 1. SZÁM 2003. MÁRCIUS

A tartalomból:
◊ Alacsony affinitású, nem konvencionális ligandumkötôhelyek megközelítése nem tradicionális

módszerekkel: a Hsp90 ATP-kötôhelyeinek analízise – Sôti Csaba és Csermely Péter
◊ A sejtváz és az extracelluláris mátrix kapcsolatának kutatása videomikroszkópos 

mozgáselemzés segítségével – Méhes Elôd
◊ Rekombináns Pichia pastoris MutS termékképzése a pH és a hômérséklet függvényében – 

Kupcsulik Bálint és Sevella Béla
◊ Új távlatok a molekuláris biológiában – Bio-Science Szimpózium az Akadémián – Nagy Zsolt
◊ Vegyi anyagok toxikus hatásainak mérése és kockázatbecslése a talajban 

(könyvismertetés, Gruiz K.: Környezettoxikológia) – László Elemér

Címlapkép: A laminint kötô receptorkomplexek feltételezett szerkezete Müller-gliasejtekben.
(Rövidítések: LN: laminin-1; αDG: alfa-disztroglikán; βDG: béta-disztroglikán; 
SG: szarkoglikán; Dp71: 71 kD-os disztrofin; DB: disztrobrevin; Syn: szintrofin; 
Act: filamentáris aktin; α: integrin alfa alegység; β: integrin béta alegység; 
L: kapcsoló molekulák) (ld. a vonatkozó közleményt a 9–14. oldalakon.)

Contents:
◊ Identification of low affinity, non-conventional ligand binding sites with novel approaches: 

analysis of the Hsp90 nucleotide-binding sites – Csaba Sôti and Péter Csermely
◊ Investigation of the relationship between cytoskeleton and extracellular matrix 

by videomicroscopic motility analysis – Elôd Méhes
◊ Recombinant protein production with Pichia pastoris MutS strain as a function of pH 

and temperature – Bálint Kupcsulik and Béla Sevella
◊ New perspectives in molecular biology – Bio-Science Symposium at the Hungarian 

Academy of Sciences – Zsolt Nagy
◊ Detection and risk assessment of toxic effects by chemicals in soil (book review) – Elemér László

Kiadja a Magyar Biokémiai Egyesület, 1518 Budapest, Pf. 7
e-mail: biokemia@nki.hu   http://www.webio.hu/biokemia

Felelôs kiadó: Dr. Friedrich Péter
Az engedély száma: III/SZI/397/1977 HU ISSN 0133-8455

Készíti és terjeszti a dART studio (1137 Budapest, Újpesti rakpart 6.  Tel.: 349-3426)
Ára  • a Magyar Biokémiai Egyesület tagjai részére: tagdíj ellenében,

• nem egyesületi tagoknak: 680 Ft + postaköltség

1





2

Alacsony affinitású, nem konvencionális ligandumkötô-
helyek megközelítése nem tradicionális módszerekkel: 
a Hsp90 ATP-kötôhelyeinek analízise

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

Sôti Csaba, Csermely Péter

Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani,
Molekuláris Biológiai és Pathobiokémiai Intézet,
1088 Budapest, Puskin u. 9., 
E-mail: csaba@puskin.sote.hu

Összefoglalás

Az alacsony affinitású molekuláris kölcsönhatások
a szervezetünkben játszódó folyamatok fontos sza-
bályozó tényezôi, ezért a közeljövô orvostudomá-
nyi kutatásainak vonzó célpontjai lehetnek. Az ala-
csony affinitású fehérje–ligandum kölcsönhatások
és a nem konvencionális szerkezetû ligandumkötô-
helyek tanulmányozására a hagyományos bio-
informatikai és biokémiai megközelítések nem
alkalmasak. A 90 kD molekulatömegû dajkafehérje
nukleotid-kötôhelyeinek konkrét példáján keresz-
tül bemutatjuk azokat a módszereket, melyekkel
lehetôvé válik a gyenge kötések detektálása, kvan-
titatív jellemzése és a kötôhelyek térképezése. A
felületiplazmon-rezonancia, a gyors megkötés
nitrocellulóz szûrômembrán-felületen, a ligandum
affinitásjelölés és -hasítás teret nyerhet ott, ahol a
konvencionális metodikák kudarcot vallanak, és
elôsegíthetik az alacsony affinitású kötôhelyek
terápiás célpontokként történô hasznosítását.

Sôti, 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.
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Bevezetés: a Hsp90 ATP-kötésének 
jelentôsége
A 90 kD molekulatömegû stresszfehérje (Hsp90) az
eukarióta sejt esszenciális, nagy mennyiségben elô-
forduló dajkafehérjéje [1]. N-terminális ATP-kötô és
C-terminális dimerizációs doménjét egy töltött
aminosavakban gazdag régió köti össze. Bár ren-
delkezik passzív chaperonhatással is, jelentôségét
egy dajkafehérje-komplex, a foldoszóma központi
részeként kifejtett aktív chaperonhatása adja. ATP-

kötése és ATPáz aktivitása nélkülözhetetlen speci-
fikus kliensfehérjéinek felgombolyodásához, illetve
funkcionális konformációjuk stabilizálásához. Az
eukariótákban tömegesen jelennek meg a labilis,
több doménbôl álló, reaktív felszínekkel rendelke-
zô fehérjék, legjellegzetesebb képviselôik a jelátvi-
teli és szabályozási folyamatok szigorúan Hsp90-re
utalt kulcsmolekulái közül kerülnek ki (transzkrip-
ciós faktorok, pl. szteroidreceptorok, p53; kinázok,
pl. src, Raf; polimerázok, pl. telomeráz) [2].
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Sôti Csaba (1970) orvos, PhD-fokozatát a Hsp90 szerkezet–funkció kapcsolatának kutatásából szerezte.
Érdeklôdési és kutatási területe a szervezet általános védekezômechanizmusai és ezek patológiás eltéré-
sei, különös tekintettel a stresszválaszra és az öregedésre. Fontosabb elismerések: Köztársasági Ösztön-
díj (1991–1994), Madzsar József emlékérem (1993), Kovács Tibor-díj (1999), Veritas et Virtus-díj (2002),
illetve a Magyar Biokémiai Egyesület Ifjúsági Díja (2002).

Csermely Péter 1958-ban született, a Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani, Molekuláris
Biológiai és Pathobiokémiai Intezetének professzora és a Biorex Rt. vezetô kutatója. Kuta-

tási területe a stresszfehérjék mûködésével, az öregedéssel és a cukorbetegséggel kapcsolatos. Eddig négy
könyve és több mint 120 tudományos cikke jelent meg. A cikkek össz-impaktja 260, idézettsége 1200 felet-
ti. Tudományos teljesítménye több mint kétharmadát itthon végzett munkával érte el. 1995-ben egy új kez-
deményezést indított el, amely mára már több mint ötezer tehetséges középiskolás diáknak nyújt lehetô-
séget a Magyarországon folyó legmagasabb szintû kutatásokba történô bekapcsolódásra. Csermely Péter
a Magyar Biokémiai Egyesület fôtitkára és a Cell Stress Society International alapító titkára.
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A Hsp90 az elsô olyan stresszfehérje, melynek
specifikus gátlószere ismert. Az N-terminális ATP-
antagonista geldanamicin gátolja a kliensfehérjék
felgombolyodását, amely a növekedési és túlélési
jelpályák kiesését, és a tumorok pusztulását ered-
ményezi [3]. A geldanamicin származéka fázis II
klinikai vizsgálatok tárgya, prototípusa lehet az új
támadáspontú, chaperonantagonista daganatelle-
nes szereknek. De a dajkafehérjék ATP-ciklusának
farmakológiás befolyásolása lehetôséget kínálhat
egyéb patológiás állapotok kezelésére is (pl. kliens-
fehérje-mutációk, polimorfizmusok korrekciója, a
chaperonhatás fokozása, öregedés és degeneratív
betegségek) [4,5].

A Hsp90 ATP-kötésének vizsgálata
1991-ben mutattuk ki, hogy a Hsp90 ATP/GTP-
kötésre és autofoszforilációra képes [6], majd 1993-
ban igazoltuk, hogy az ATP mélyreható szerkezeti
átalakulást hoz létre a fehérjében [7]. A vizsgálatok
legfontosabb tanulsága a nukleotidkötés szubmil-
limólos, viszonylag alacsony affinitása volt, mely-
nek jelentôsége csak a Hsp90 N-terminális domén-
jének kristályosítása [8], illetve egy nem kanonikus
kötôhellyel rendelkezô fehérjecsalád felfedezése [9]
után vált nyilvánvalóvá. Kezdeti predikciós pró-
bálkozásaink ugyan felleltek Walker-típusú ATP-
kötôhelyekre emlékeztetô motívumokat a C-ter-
minális doménen, de a GHKL-doméntípus felfede-
zése nyilvánvalóvá tette, hogy a hagyományos
lineáris motívumok keresése csôdöt mond az eltérô
aminosavsorrend ellenére kirívóan hasonló har-
madlagos szerkezetet felmutató fehérjék (topoizo-
merázok, hisztidin-kinázok stb.) esetén.

A Hsp90 nukleotidkötôhelyének szokatlan szerke-
zete és alacsony affinitása a szokványos biokémiai

metodikák nagy részét kudarcra ítéli (I. táblázat).
Így például a Hsp90 N-terminális ATP-kötôhelye
egyáltalán nem tûri az adeningyûrû szubsztitú-
cióját, a ribóz módosítása pedig nagyságrendekkel
csökkenti az amúgy is gyenge kötés erôsségét [Sôti
és mtsai, közlésre benyújtva]. Ugyan egy nagyon
gyenge ATP-kötést sikerült kimutatnunk radioak-
tív nukleotid natív gélen történô retardációjának
kimutatásával, ebbôl sem kvantitatív, sem helyspe-
cifikus információt nem sikerült nyernünk [10]. A
Hsp90 ATP-kötésének elsô vitathatatlan biokémiai
bizonyítékaként számon tartott γ-foszfát-kapcsolt
ATP-Sepharose affinitáskromatográfia gyengesége
a változékony ligandumsûrûség és a kvantitatív
jellemzés bizonytalansága [11,12, Sôti és mtsai, köz-
lésre benyújtva]. Mivel a fenti kísérletek és elôre-
jelzéseink egy második, C-terminális nukleotid-kö-
tôhely létezését valószínûsítették, érdeklôdésünk
olyan módszerek felé fordult, melyek kielégíthetik
az alacsony affinitású kötôhely vizsgálatának kri-
tériumait, melyek ideális esetben a következôk: (1)
a ligandum ne legyen módosítva (nincs sztérikus
gátoltság); (2) csak a jelet vagy a jel okozta követ-
kezményt detektáljuk, a háttér ne zavarjon (ala-
csony jel/zaj arány); (3) a kötés vagy az ennek
kapcsán fellépô változás a ligandum–fehérje komp-
lex eredeti oldatbeli koncentrációviszonyát és telí-
tettségét ôrizze meg (a mérés után többféle lehetô-
ség az eredmény kiértékelésére); (4) nyújtson hely-
specifikus információt (a kötôhely motívumainak
azonosítása, két hasonló kötôhely megkülönbözte-
tése). Az alábbiakban néhány – a fenti követelmé-
nyeket, vagy azok egy részét kielégítô – nem tradi-
cionális módszert szeretnénk jobban megismertetni
az olvasóközönséggel (II. táblázat). A táblázatban
szereplô módszerek közül részletesen csak az
affinitáshasítást mutatjuk be.
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MÓDSZEREK A MÉRÉSI ELV SZERINT HÁTRÁNYOK

Indirekt (szerkezetvizsgáló) módszerek
cirkuláris dikroizmus – a mérés jellegébôl következôen nem adnak közvetlen információt,
belsô fluoreszcencia vagy egyáltalán nem informatívak a kötésrôl
proteáz-hozzáférhetôség
differenciálpásztázó kalorimetria

A nukleotid módosításán alapuló módszerek
fluoreszcens analóg kötése – fluorofór mérésnél a fehérjekoncentrációnak a KD tartományában 
affinitáskromatográfia kell lennie
affinitásjelölés módosított ligandummal – a szubsztitúció tovább csökkentheti az affinitást, gátolhatja a kötést

– a szubsztituenssel aspecifikus kölcsönhatás alakulhat ki

A komplex elválasztásán alapuló módszerek
gélfiltráció – a minta a térfogat-változások, mosási lépések miatt kihígul,
natív gélelektroforézis a ligandum disszociál
affinitáskromatográfia – kevés mosásnál megnô az aspecifikus kölcsönhatások lehetôsége
szilárd fázisú kötés (membránon) – a fehérje állapota a gélelektroforézis, electrospray kapcsán változhat
electrospray tömegspektrometria

A kötést vagy annak kapcsán fellépô 
reverzíbilis változást detektáló módszerek

mágneses magrezonancia spektroszkópia – a fehérjekoncentrációnak a KD tartományában kell lennie
(NMR) – a kötés (a jel) az eredeti viszonyok változása (pl. hígulás) során változik
egyensúlyi dialízis
izotermális titrációs kalorimetria (ITC)

I. táblázat Hagyományos módszerek a fehérje–ligandum kölcsönhatások tanulmányozásában. E módszerek kiválóak az erôs kötések
detektálására, az alacsony affinitású és nem konvencionális kötôhelyek felderítésében azonban számos hátrányos vonással rendelkeznek.

MÓDSZER

Felületiplazmon- 

rezonancia (SPR)

Megkötôdés gyors 

nitrocellulózfilteren

Affinitásjelölés

Ujjlenyomatvétel 

kémiai proteolízissel

Oxidatív affinitás- 

hasítás

II. táblázat A fehérje–ligandum kölcsönhatások tanulmányozásának nem tradicionális lehetôségei. A különféle módszerek elônyeinek
és hatrányainak ismeretében eldönthetjük, hogy a kívánt információt melyik módszerrel vagy mely módszerek kombinációjával szerez-
zük meg.

ELV

immobilizált fehérje

ligandumkötése

következtében létrejövô 

törésmutató-változás

radioaktív ligandum–fehérje

komplex visszatartása

reaktív radioaktív ligandum

kovalens adduktot képez a

kötôhelyen (pl. bázis UV-

fotolízise)

a ligandum megvédi a

kötôhelyet a hasadástól (a

DNS-footprinting mintájára)

a fehérje ligandum-kelált 

fém általi redox hasítása 

a kötôhelyen

ELÔNY

– a jel szelektív detektálása

– valós idejû mérés

– kvantitatív jellemzés

– nagyszámú minta gyors,

kvantitatív jellemzése

– egyszerûség, gyorsaság

– egyszerûség

– egyszerûség

– kötôhely-meghatározás

HÁTRÁNY

– nem közvetlenül a kötést méri

– immobilizálási nehézségek

– nincs adat a sztöchiometriára

vonatkozóan

– nem ad helyspecifikus információt

– alacsony hatásfokú jelölés

– negatív jel, konformációváltozás

hatására is

– a fehérje terminálisának jelölését

igényli

– csak hozzávetôleges helymeghatározás

– a fehérje terminálisának jelölését

és/vagy

– érzékeny detektálási/analitikai 

módszert igényel

IRODALOM

[10,13]

[12,14]

[12,15]

[16,17]

[12,18]
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Oxidatív affinitáshasítás
Az affinitáshasítás kombinálja az affinitásjelölés és
az ujjlenyomatvétel elônyeit, azok hátrányai nél-
kül. Szemben az ujjlenyomatvétellel, itt nem a hasí-
tás hiánya, hanem megléte a kötés indikátora, ezért
a helyzet sokkal tisztább, konformációváltozásból
adódó jelek pedig nem zavarnak (ld. II. táblázat). A
reakció alapja itt is kémiai proteolízis, azzal a kü-
lönbséggel, hogy a ligandumot vagy partnerfehér-
jét valamilyen módon komplexbe hozzuk egy
redox-ingázásra képes fémionnal (pl. Fe3+↔Fe2+

vagy Cu2+↔Cu+) [19]. A kelált fém oxidációja
hidroxilgyököket generál, amelyek rövid életidejük
és hatótávolságuk következtében közvetlenül a
kötôhelyen hasítják a polipeptidláncot. A reakciót
elôször a kalmodulin trifluoperazin-kötôhelyének
és a streptavidin biotinkötôhelyének vizsgálatára
használták, ahol a vasat, illetve a rezet a ligandum-
hoz kovalensen kapcsolt EDTA kelálta [20,21]. En-
nél jóval szerencsésebb a helyzet a divalens kation-
ligandum komplexet kötô fehérjék térképezésénél,
hiszen itt a vasiont maga a ligandum szállítja oda,
minden külsô beavatkozás nélkül. Ily módon ta-
nulmányozták a NADP-specifikus izocitrát-dehid-
rogenáz izocitrát-kötôhelyét [22], és a karbamoil-
foszfát szintetáz egyik ATP-kötôhelyét [18]. A fenti
esetekben a foszfátcsoportok a kelátorok, ezért a
hasítás a nukleotidok divalens kation-foszfátkötô-
helyeirôl ad helyspecifikus információt. A módszer
érdekessége és bizonyító ereje ellenére nem széles
körben ismert.

A reakció elve sematikusan az 1. ábrán látható. A
vas(III) állandó redukcióját feleslegben adott
aszkorbát biztosítja, amelyet a szintén feleslegben
jelen lévô ligandum – jelen esetben nukleotid – kelál
és szállít oda a kötôhelyre. Az idô és a koncentráció
finomra hangolásával biztosíthatjuk a fehérjelán-
cok egyszeri hasadását, így megelôzhetjük a kine-
tikai hatásokat és az aspecifikus fragmentációt.
Szerencsére a beállítás nem bonyolult, a kötô do-
mén háromdimenziós szerkezete egy hasadás al-
kalmával felbomlik, ami nagy affinitásbeli csökke-
nést eredményez. Pl. denaturálószerek (SDS,
guanidium-hidroklorid) alkalmazásával csak mini-
mális háttér-fragmentációt kaptunk. Ha mégis ne-
hézség adódik, a kötôhelyen történô szelektív hasí-
tást gyökfogók (pl. glicerin) hozzáadásával lehet
erôsíteni. A reakció specificitását a ligandum köté-
séhez szükséges divalens kation általi gátlással,

illetve ha rendelkezésre állnak, specifikus gátlósze-
rek vagy kötésképtelen mutánsok felhasználásával
lehet tesztelni. Mivel az utóbbiak megléte általában
azt jelenti, hogy a kötôhely már ismert, ezért az
újonnan felfedezett kötôhelyek esetén nem marad
más hátra, mint a hasítás helyének azonosítása. Ez
többféle módon történhet. A terminális (fúziós
partner, „tag”) elleni antitestekkel ujjlenyomatot
vehetünk a kötôhelyrôl. Végleges választ a hasítás
helyének aminosavra pontos felfedése ad. Az
Edman-degradáció mellett a korszerû tömegspekt-
rometriás módszerekkel a fragmentumok szekve-
nálhatók, a terminálist tartalmazó fragmentumok
molekulatömege nagy pontossággal viszont csak
Q-TOF készülékekkel határozható meg.

A Hsp90 legnagyobb mennyiségben keletkezô N-
terminális ADP/ATP-kötô fragmentumát sikerült
Patthy András segítségével szekvenáltatnunk. A
fragmentum hasítási helye hajszálra egyezett a
kristályszerkezetbôl ismert Mg-α-foszfát kötô-
hellyel, mely ugyanakkor a GHKL-típusú nukleo-
tid-kötôhelyek III. motívuma. Ezáltal elôször szü-
letett közvetlen bizonyíték a módszer megbíz-
hatóságára [12]. A Hsp90 középsô doménjén talál-
tunk egy γ-foszfátkötô motívumot, mely a GHKL-
fehérjékben szintén jelen van. Sajnos ezt a fragmen-
tumot nem sikerült szekvenálni, de a család fehér-
jetagjainak manuális másodlagos szerkezeti illesz-
tésén alapuló módszer bevezetésével, illetve anti-

1. ábra Nukleotid-kötôhelyek térképezése oxidatív nukleotid
affinitáshasítással. Az adenozin-trifoszfát (A-P-P-P) által
kelált vas oxidációja hidroxilgyököket generál, amelyek oxi-
datívan hasítják a polipeptidláncot a kötôhelyen. A keletkezô
fragmentumok pl. SDS-gélelektroforézis és Western-blot segít-
ségével tehetôk láthatóvá, a fragmentumok szekvenciája az
oldatból vagy a blotmembránról történô Edman-degradációval,
illetve tömegspektrometriával határozható meg.
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test epitóp-térképezéssel a motívum helyét behatá-
roltuk [12]. Eredményeink szerint az affinitás-
hasítás alkalmazható a Hsp90 nukleotid specificitá-
sának vizsgálatára, a kötôhelyek biokémiai jellem-
zésére [Sôti és mtsai, közlésre benyújtva]. Az affini-
táshasítás segítségével egyéb fehérjék ATP-kötését
is sikerült kimutatnunk [nem közölt adatok].
Hasonló elven mûködik a nukleotid γ-foszfát-
kötôhelyek kimutatásánál hasznos vanadát-foto-
oxidációs hasítás, ahol az ultraibolya fény hatására
keletkezô vanadát-gyökök hasítják a polipeptidlán-
cot [23]. A módszert Kern András és Váradi András
hozta tudomásunkra, amiért ezúton is köszönettel
tartozunk.

A nem tradicionális módszerekkel
kapott eredményeink
A natív gélkötés, fluoreszcenciaspektroszkópia és
cirkuláris dikroizmus mérések kapcsán ébredt gya-
núnkat, miszerint a Hsp90 rendelkezik egy gelda-
namicinnel nem gátolható nukleotid-kötôhellyel,
SPR-rel és fotoaffinitás-jelöléssel támasztottuk alá,
illetve nitrocellulóz szûrômembránon történô meg-
kötéssel kinetikailag jellemeztük a két alacsony
affinitású kötôhelyet. Az affinitáshasítás alkalma-
zásával sikerült bizonyítanunk, hogy a Hsp90 má-
sodik nukleotid-kötôhelye a fehérje középsô domén-
jén helyezkedik el. A fragmentumokat eddig sem
szekvenálással, sem tömegspektrometriával nem
sikerült azonosítani. Antitest epitóp-térképezés és a
Hsp90 proteolitikus fragmentumainak/trunkációs
mutánsainak látszólagos molekulatömege alapján
szerkesztett kalibrációs „egyenes” segítségével a C-
terminális kötôhely foszfátkötô régiója a középsô
doménen helyezkedik el, az elsôdleges szerkezet-
ben átfed az N-terminális γ-foszfátkötô motívum-
mal (2. ábra). Szintén az affinitáshasítás révén
derült fény arra, hogy az alapállapotban rejtett C-
terminális nukleotidkötô domént az N-terminális
domén ATP-kötése által mûködtetett „molekuláris
kapcsoló” teszi az ATP számára elérhetôvé.

A C-terminális kötôhely ugyan geldanamicinre nem
érzékeny, novobiocinnal és ciszplatinnal viszont
specifikusan gátolható. A ciszplatin feltehetôen a
Hsp90 reaktív SH-csoportjain keresztül fejti ki ha-
tását. Míg a novobiocin az N-terminális ATP-kötô-
helyet is allosztérikusan gátolja, és mindenféle
Hsp90-ko-chaperon-komplexet megbont, a ciszplatin
csak a C-terminálison kötô ko-chaperonra hat [12].

A ciszplatin kemoterápiás szer, és a Hsp90-et gátló
koncentráció a protokoll során alkalmazott tarto-
mányba esik. Ez felveti annak lehetôségét, hogy a
Hsp90 részt vehet a ciszplatin hatásainak közvetí-
tésében. A ciszplatin Hsp90-mûködésére való ha-
tását egy német kutatócsoporttal együttmûködés-
ben vizsgáljuk [Rosenhagen és mtsai, közlésre be-
nyújtva]. Szemben a geldanamicinnel és a novobio-
cinnal, a Hsp90-függô kliensfehérjék nagy részének
funkcióját nem gátolja, és nem indukál hôsokk-
választ, ezáltal a daganatok geldanamicin okozta
rezisztenciája kikerülhetô. Eredményeink alapján a
ciszplatin Hsp90-specifikusabb származékai sze-
lektívebb Hsp90-inhibitorok lehetnek, kevesebb
mellékhatással, melyek felhasználhatók pl. hiper-
szteroid állapotok kezelésére is. A ciszplatin Hsp90-
gátló adjuváns hatása pedig magyarázhatja, miért
értek el a hormonfüggô here-, prosztata- és emlô-
rákok gyógyításában eddig is kiváló eredményeket
ciszplatintartalmú kemoterápiás protokollokkal.

Záró gondolatok
Az utóbbi években számos paradigma dôlt meg,
vagy inog. Ilyen az Anfinsen-féle szabály vagy a
statikus, rigid szerkezettel rendelkezô fehérjékrôl
alkotott elképzelések. Ehhez hasonlóan a citoplaz-
ma már nem individuális fehérjék kaotikus halma-
za, hanem dinamikusan változó, alacsony affinitá-
sú fehérjekomplexek rendezett hálózata. A hálóza-
tokra in vivo feltehetôen számos gyengén kötôdô
kis molekula fejti ki szabályozó hatását. A kis affini-
tású endogén regulátorok hatását hasonló affini-
tású exogén vegyületekkel befolyásolhatjuk, amint
erre már a múltban is több gyógyszer esetén példa
kínálkozott, így az alacsony affinitású kölcsönhatá-
sok tanulmányozása teret hódíthat a közeljövôben.
De az alacsony affinitású ligandumok gyakran nem
konvencionális kötôhelyeinek jóslására és feltérké-
pezésére nem alkalmazhatók a hagyományos bio-
informatikai és biokémiai módszerek. Áttekinté-
sünk a 90 kD-os dajkafehérje példáján bepillantást
engedett abba, hogyan valósítottuk meg az ala-
csony affinitású fehérje–ligandum kölcsönhatások
vizsgálatát. Kérdéses, hogy a gyógyszeripar fejlôdé-
se megbirkózik-e az idôigényes biokémiai vizsgála-
tok és a nagy kapacitású robotizált szûrôrend-
szerek egyesítésének nem kis feladatával. Amíg ez
nem történik meg, addig a fentiekhez hasonló
módszerek csupán a felfedezôkedvû tudóstársada-
lom eszköztárát gazdagítják.
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2. ábra A Hsp90 ATP-függô molekuláris kapcsolójának modellje. A jól ismert N-terminális doménhez kötô ATP (N) felszabadítja az
eddig ismeretlen C-terminális nukleotid-kötôhelyet (C) a töltött régió (piros) által kifejtett gátlás alól. A fehérjében átfedô foszfátkötô
motívumok (szürke) is megtalálhatók.
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KA sejtváz és az extracelluláris mátrix kapcsolatának
kutatása videomikroszkópos mozgáselemzés 
segítségével

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

Méhes Elôd

Szent István Egyetem, Állatorvos-tudományi Kar,
Anatómiai és Szövettani Tanszék, 1078 Budapest,
István utca 2., Tel.: (1) 478-4225, Fax: (1) 478-4224

Összefoglalás

Retinából izolált Müller-gliasejteket használtunk
modellrendszerként a laminin-1 sejtmotilitásra
gyakorolt hatásának vizsgálatához, számítógép
vezérelt videomikroszkóppal készített gyorsított
(„time-lapse”) mozgóképek statisztikai elemzése
segítségével. Eredményeink szerint a lamininnal
borított felszín növeli a tenyésztett Müller-sejtek
motilitását és útkeresô aktivitását, továbbá serken-
ti a sejtek nyúlványnövesztô, -visszahúzó dinamiz-
musát. A homogén laminin-1 felszínen tapasztalt
útkeresô aktivitásnövekedése és a nyúlványdi-
namika fokozódása arra mutat, hogy a laminin-1 és
a Müller-sejtek között funkcionális kapcsolat áll
fenn, amely feltételezhetôen a sejtváz felé irányuló
jelátvitellel párosul.

Morfológiai következményként azt feltételezzük,
hogy a laminin-1 szerepet játszik a Müller-sejtek in
vivo nyúlványarborizációjában. Ez a folyamat elve-
zet ahhoz, hogy a Müller-glia-végtalpakból kiala-
kul a retinát az üvegtesttôl elválasztó funkcionális
barrier, a belsô határhártya. A laminin motilitást
növelô hatásának átvitelében a lamininreceptor-
ként ismert disztroglikán-komplex és az integrinek
játszhatnak szerepet. Tervezett kísérleteinkben
megpróbáljuk tisztázni a disztroglikán-komplex
molekuláris összetételét, és megkíséreljük befolyá-
solni vagy utánozni laminin-1 funkcionális domén-
jeinek kötôdését a receptorokhoz, hogy a laminin-1
motilitást serkentô hatásának mechanizmusát
feltérképezhessük.

Méhes, E.

Szent István University, Faculty of Veterinary
Science, Department of Anatomy and Histology,
H-1078 Budapest, István 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.



10

S
Z

A
K

C
IK

K

A SEJTVÁZ ÉS AZ EXTRACELLULÁRIS MÁTRIX KAPCSOLATÁNAK KUTATÁSA VIDEOMIKROSZKÓPOS MOZGÁSELEMZÉS SEGÍTSÉGÉVEL

Bevezetés
A többsejtû lét evolúciós kialakulásának bizonyára
kulcsfontosságú mérföldköve volt a sejt–sejt közöt-
ti kommunikációt biztosító, sejtmembránhoz kap-
csolt fehérjekomplexek kialakulása. Ezek a komp-
lexek teszik lehetôvé egyúttal a sejtek és az extra-
celluláris tér makromolekulái közötti kapcsolatokat
is. Ezeket a fehérjéket, amelyek extracelluláris mát-
rix (sejtközötti állomány, ECM) molekulák gyûjtô-
néven ismertek, természetesen ugyancsak sejtek
termelik; felhalmozódásuk és monomerekbôl kiin-
duló önösszeszerelôdésük az extracelluláris térben
vagy a sejtek felszínén történik. Kezdetben csak tér-
kitöltô és mechanikai stabilizáló szerepet tulajdoní-
tott nekik a sejtbiológia (pl. a kollagénrostok szere-
pe a kötôszövetekben), azonban késôbb ismertté
vált, hogy az ECM molekuláinak specifikus sejtfel-
színi receptorai vannak számtalan sejttípuson és egy-
fajta térben rögzített, pozicionális információt
jelenthetnek az ôket kötni képes sejtek számára a
sejtmorfológia, -mozgás és -osztódás szabályozá-
sában.

Az ECM molekulái – így a laminin, a fibronektin, a
fibulin, a tenaszcin, a kollagén, elasztin, a perlekán
és az entaktin is – a különféle sejtek felszínén lévô
receptorkomplexekhez kötôdnek, és hatást gyako-
rolnak a sejtvázra és a sejtmozgásra. Több ECM-
molekula esetében ez a hatás részleteiben is ismert.
A legismertebb mátrixreceptor-családot a heterodi-
mer szerkezettel rendelkezô integrinek alkotják.
Alegység-összetételük gazdag kombinációs lehetô-
ségeitôl függôen az integrinek különféle ECM-mo-
lekulákat képesek specifikusan kötni. Az intracel-
luláris oldalon kapcsolómolekulák csoportja (talin,
vinkulin, alfa-aktinin) teremt kapcsolatot a plazma-
membrán alatti sejtváz aktinhálózatával. Az integ-
rinek és kísérômolekuláik adhéziós foltokba ren-
dezôdnek, ahol kinázok (pl. az src gén által kódolt
tirozin-kináz) jelenléte jelátviteli tevékenységre utal.
Innen indulnak a sejtalakfenntartásban szerepet ját-
szó vastag aktinrostok, az ún. stresszrostok is [1].

Egy másik ECM-receptor a disztroglikán, amely-
nek kapcsolatai részleteiben kevésbé ismertek. Is-
mert az, hogy a heterodimer szerkezetû disztro-
glikán laminint, perlekánt és agrint is képes kötni.
A disztroglikán citoplazmatikus oldalán több csat-
lakozó molekulából (disztrofinok, szintrofinok,
disztrobrevin) álló komplex szervezôdik, amely
izomsejtekben kapcsolódik az aktinvázhoz. Jelátvi-
teli tevékenységre utal nitrogén-oxid-szintáz kap-
csolódása a komplexhez [2]. Mindezeket a moleku-
láris kölcsönhatásokat foglalja össze az 1. ábra a
modellrendszerünket jelentô Müller-gliasejtekben.

1. ábra (lásd a címlapon) A laminint kötô receptorkomplex-
ek feltételezett szerkezete Müller-gliasejtekben. (Rövidítések:
LN: laminin-1; αDG: alfa-disztroglikán; βDG: béta-disztro-
glikán; SG: szarkoglikán; Dp71: 71 kD-os disztrofin; DB: disztro-
brevin; Syn: szintrofin; Act: filamentáris aktin; α: integrin alfa
alegység; β: integrin béta alegység; L: kapcsoló molekulák)

A sejt és az ECM közötti kölcsönhatások különösen
a daganatsejteknél és az embrionális fejlôdés során
bírnak jelentôséggel. A daganatsejtek mozgását be-
folyásolja az ôket körülvevô ECM. Ez különösen
így van a vérerek alaphártyáján történô átjutáskor:
az invazív sejtek integrinekkel kötôdnek az alap-
hártya lamininmolekuláihoz, majd a felszínükön
lévô IV. típusú kollagént hasító kollagenázzal bont-
ják az alaphártyát, miközben átlépnek rajta. Az
áttéteket alkotó tumorsejtek specifikus kolonizáció-
ja bizonyos szövetekben szintén függ az ECM szö-
vetspecifikus sajátosságaitól.

Az embrionális fejlôdésben – pl. fejlett gerincesek-
nél – a szöveti, szervi differenciáció során sok ana-
tómiai területen van kitüntetett jelentôsége a cél-
zott sejtvándorlásnak, illetve az egyedfejlôdésben
az idegrendszer kialakulása során a sejtnyúlvány-
növekedésnek. A célzott sejtvándorlás és nyúl-
ványnövekedés irányítója lehet részint valamely
koncentrációfüggôen ható kemotaktikus anyag
jelenléte, részint pedig a szomszédos sejtek felszí-
nén vagy az extracelluláris térben elhelyezkedô

Méhes Elôd az Eötvös Loránd Tudományegyetemen végzett 1996-ban biológusként a sejt-
és fejlôdésbiológiai szakirányon. 1997-tôl az Állatorvostudományi Egyetem (ma Szent
István Egyetem) Doktori Iskolájában folytatja doktori tanulmányait. Kísérletes munkáit az
Anatómiai és Szövettani Tanszéken, az ELTE Biológiai Fizika Tanszékével együttmûködés-
ben végzi. Érdeklôdési területe a sejtmozgás és a sejtváz, illetve ezek kapcsolata a sejt közöt-
ti állomány makromolekuláival.
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fehérjék mintázata, amelyek egyrészt letapadási
felszínt nyújtanak a vándorláshoz/nyúlványnöve-
kedéshez, másrészt pozicionális információként
részt vesznek annak térbeli irányításában. A ván-
dorló sejteknek néha saját méretükhöz képest nagy
távokat kell leküzdeniük, többféle sejttípus között
kell áthaladniuk, hogy elérjék azt a területet, ahol a
számukra programozott feladatot elláthatják. Egy
ismert példa, hogy az embrionális fejlôdés során a
kialakuló központi idegrendszerbôl kilépô bizo-
nyos sejtek ECM-molekulákból (fibronektin) ösvé-
nyen haladva vándorolnak a mellékvese-velôállo-
mányba.

Az agyidegek kötegelt szervezôdésekor a növekvô
axonok irányításában a szomszédos sejtek felszí-
nén lévô „taszító” molekulák (pl. szemaforinok) és
a szomszédos axonok felszínén lévô „kötegelô”
molekulák jelenléte játszik irányító szerepet (axon
guidance). Az axonok, illetve az axonokból kötege-
lôdô idegek célirányos növekedésénél ugyancsak
az extracelluláris mátrix és sejtfelszíni adhéziós
molekulák célzott összhangja szükséges az állat-
világ olyan anatómiai bravúrjainak létrejöttéhez,
mint pl. a zsiráf 6 méter hosszú nervus vagusa,
vagy a bálna agykérgi mozgatómezôjétôl a gerinc-
velôig nyúló piramispályája.

Kísérleti modellünkben retinából izolált Müller-
gliasejtek esetében tanulmányozzuk az ECM-mole-
kulák hatását. A Müller-sejtek a retina teljes ke-
resztmetszetét átérô gliasejtek, amelyek szorosan

záródó nyúlvány végtalpaikkal felépítik a retinát
az üvegtesttôl elválasztó belsô határhártyát; a foto-
receptorokkal alkotott szoros kapcsolataik (tight
junction) révén pedig részt vesznek a retinát hatá-
roló másik struktúra, a külsô határhártya felépí-
tésében is (2. ábra).

A Müller-sejtek in vivo környezetében megtalálha-
tók lamininok, kollagén IV és más ECM-molekulák
is, amelyek e sejtek morfológiájának és élettani sze-
repeinek kialakulásában és fenntartásában szerepet
játszhatnak. A laminin-1-molekulák megtalálhatók
a retina belsô határhártyájában (membrana limitans
interna) is, amely fontos barriert képez a retina ion-
és metabolit-homeosztázisában és elválasztja a reti-
nát az üvegtesttôl.

Ismert, hogy az ECM-molekulák közül a laminin-
család tagjai motilitást serkentô (motogén) hatással
vannak több sejttípusra. Kísérleteinkben arra keres-
sük a választ, hogy a laminin-1 milyen hatással van
a Müller-sejtek motilitására, valamint a motilitás –
korábbi vizsgálatokhoz képest több információt adó
– kvantitatív paramétereire, és ez a hatás milyen
sejtfelszíni receptorkomplexeken és kapcsoló mole-
kulákon keresztül közvetítôdik a sejtváz felé.

Anyag és módszer
Az itt ismertetett módszerek részletes leírása a Cell
Motility and the Cytoskeleton címû folyóiratban meg-
jelent cikkben szerepel [3].

Sejttenyészetek

Posztnatális 14 napos C57BL10 egerek retináit izo-
láltuk és darabokra vágtuk 10% fötális borjúsavót
(FCS, GIBCO) tartalmazó DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, GIBCO) tápfolyadékban
steril körülmények között. A 37 °C hômérsékletû,
5% CO2-tartalmú, 100% páratartalmú inkubátor-
ban tartott tenyészetekben a retinadarabokból 3–5
nap elteltével morfológiai és immuncitokémiai tu-
lajdonságaik alapján Müller-gliasejtekként azono-
sítható sejtek vándoroltak ki az aljzatra és egy-
rétegû (monolayer) tenyészetet alkottak. Ugyanezt a
módszert alkalmaztuk posztnatális 10 napos
Wistar-patkányokból izolált Müller-sejtek esetén is.
A retinadarabokat a tápoldat cseréjével távolítottuk
el. A tenyészeteket meghatározott idejû tenyésztést
követôen 5 mM EDTA-tartalmú izotóniás foszfát-
puffer (PBS) közegben lemostuk az aljzatról, majd a
sejteket DMEM 10% FCS tápfolyadékban reszusz-

2. ábra A retina kifejlett szerkezetének egyszerûsített képe
emlôs állatokban
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pendáltuk, és kezeletlen, illetve 20 µg/ml laminin-
1-oldattal (EHS laminin, SIGMA) szobahômérsék-
leten egy éjszakán át elôinkubált tenyészedénybe
ültettük át.

Számítógépes videomikroszkópia

A tenyészeteket 37 °C hômérsékletet, 5% CO2-
atmoszférát és 100% páratartalmat biztosító mini-
inkubátorba helyeztük. Az inkubátort inverz fázis-
kontraszt-mikroszkóp léptetômotorokkal vezérel-
hetô tárgyasztalára szereltük, és 10 percenként di-
gitális felvételt készítettünk a mikroszkópos látó-
terekrôl (5–40 db), amelyeket a számítógép-vezérelt
léptetômotorok elôreprogramozott módon beállí-
tottak. Az egyes látóterekrôl készített képekbôl
gyorsított (time-lapse) mozgóképeket készítettünk.
Számítógépes követôprogram segítségével rögzí-
tettük az egyes képkockákon lévô sejtek pozícióját,
majd a pozíciókból számoltuk az egyes sejtek útvo-
nalát (trajektóriát) és a sejtmozgás egyéb paramé-
tereit [4,5].

Statisztikai elemzések

Számoltuk a sejttenyészetekben mérhetô sebesség
eloszlását. Ezt sebességeloszlás-függvénnyel ábrá-
zoltuk. A sebességeloszlás azoknak a sejteknek a
számát mutatja (logaritmikus skálán), amelyek egy
véletlenszerûen választott idôpontban egy adott
(az x tengelyen feltüntetett) sebességértéknél gyor-
sabban mozognak. Számoltuk a sejtek elmozdulá-
sát; az ebbôl származó d(t) elmozdulásfüggvény a
sejtek átlagos elmozdulását (d) adja meg egy tet-
szôlegesen választott (t) idôtartam alatt. Az elmoz-
dulásfüggvény dupla logaritmikus átalakítása utá-
ni numerikus deriválásával nyertük a bolyongási
index függvényét [4,5].

Eredmények és diszkusszió
Az ECM-molekulák és a sejtek közötti kapcsolódás
egyik következménye a letapadás és a sejtmozgás.
Az ECM-molekulák sejtmozgásra gyakorolt hatá-
sának értékeléséhez jó lehetôségeket nyújt a sejtte-
nyészetek hosszú távú videomikroszkópos megfi-
gyelése (3. ábra). Kísérleteinkben gyorsított („time-
lapse”) mozgóképeket készítünk inkubátorban tar-
tott sejttenyészetekrôl fáziskontraszt mikroszkóp-
pal; a sejtek elmozdulását az egyes felvételkészí-
tések között (amely általában 10 perc idôtartam)
számítógépes program segítségével követjük nyo-
mon, majd az összes megfigyelt sejt útvonalának
elemzésével, statisztikai módszerekkel jellemezzük
a sejtmozgást. Ehhez a munkához kapcsolódóan a
videomikroszkópos laboratóriumunkban készített
mozgóképállományok (mpeg, quicktime formátum-
ban) az interneten is megtalálhatók [6].

3. ábra Tenyésztett Müller-gliasejtek fáziskontraszt mikrosz-
kópos képe. Egy álló (bal) és egy vándorló (jobb) sejt morfoló-
giája figyelhetô meg. A nyíl a vándorló sejt mozgásának irá-
nyát jelzi. (Rövidítések: N: sejtmag; L: lamellopodium; U:
uropódium; a csillagok a vezetô élt jelzik a lamellopódium elül-
sô részén)

4. ábra Kezeletlen (A) és laminin-1-elôkezelt (B) aljzaton 22
óráig vándorló Müller-sejtek videomikroszkóppal megfigyelt
trajektóriája. Mindkét mezôben 20 véletlenszerûen választott
sejt trajektóriája látszik. Két reprezentatív trajektória vastag
vonallal szerepel a B mezôben, ahol egyben nagyszámú trajek-
tória-fordulópont is megfigyelhetô. Az x és y tengelyek valós
síkkoordinátákat jelentenek, méretezésük mikronban készült.
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Vizsgálataink arra mutatnak, hogy a laminin-1
jelentôs motilitásserkentô hatással van Müller-
sejtekre (4. ábra). A laminin-1-molekulákkal borított
aljzaton mozgó Müller-sejtek átlagsebessége mint-
egy 110%-kal nagyobb a kezeletlen aljzaton vándor-
lókéhoz hasonlítva [be nem mutatott eredmény]. A
motilitást kétféle statisztikai módszerrel jellemez-
zük: (1) számoljuk a sejtek sebességének eloszlását,
tehát azoknak a sejteknek a számát, amelyek egy
véletlenszerûen választott pillanatban egy adott se-

bességnél gyorsabban mozognak (5. ábra); (2) szá-
moljuk az összes lehetséges idôintervallumban
mért sejtenkénti elmozdulások átlagait, amely az
eltávolodásfüggvényt adja (6. ábra).

Az eltávolodásfüggvény egyrészt meredekségével
információt ad a sejtek sebességátlagairól, mivel az
adott idôintervallumban mért átlagolt elmozdulá-
sokat mutatja, másrészt a függvény alakja követ-
keztetéseket enged levonni a sejtek útvonalvezeté-
sét (trajektóriáját) illetôen. Jellemzôen más-más függ-
vényalakot eredményez az adott területre vissza-
visszatérô trajektória, a lineárisan távolodó trajek-
tória és a véletlenszerû bolyongás trajektóriája. Az
eltávolodásfüggvény további transzformálásával
egy ún. bolyongási (diffúziós) index számolható (7.
ábra), amely egyértelmûen elválasztja a trajektó-
riáknak/útvonalvezetésnek ezt a három elméleti
típusát.

A bolyongási index szerint a lamininen tapasztalt
gyorsabb mozgáshoz véletlenszerûbb útvonalvá-
lasztás társul, mint a kezeletlen aljzaton, így a
sejtek trajektóriája közelít a véletlenszerûen bo-
lyongó részecskék kétdimenziós trajektóriájához.
Ez utóbbi úgy értelmezhetô, hogy a folyamatos
nyúlványképzôdéskor a legerôsebb nyúlvány/la-
mellopódium, amely végül „elhúzza” egy adott
irányban a sejttestet – vagy annak súlypontját –
közelítôleg véletlenszerûen választott irányban nô
ki. Ennek eredményeként a trajektória fordulópont-

5. ábra Kezeletlen vagy lamininnel elôkezelt felületen ván-
dorló Müller-sejtek sebességeloszlás-függvénye. A függôleges
tengelyen (logaritmikus skálán) annak a gyakorisága szerepel,
hogy adott, véletlenszerûen választott sejt a vízszintes tenge-
lyen ábrázolt sebességnél nagyobb sebességgel mozog.

6. ábra A Müller-sejtek által megtett távok és a vándorlás idô-
intervallumai közötti összefüggés laminin jelenlétében, illetve
hiányában. A távolságok minden idôintervallumban nézve
szignifikánsan nagyobbak lamininnel elôkezelt aljzaton, mint
kezeletlen aljzaton.

7. ábra Kezeletlen vagy lamininnel elôkezelt aljzaton vándor-
ló Müller-sejtek útkeresô aktivitása. A lineárisan vándorló,
illetve véletlenszerûen bolyongó elképzelt sejtpopulációkhoz
tartozó 1, illetve 0,5 bolyongási index (α) értéket felvevô függ-
vények szintén szerepelnek. A lamininen vándorló Müller-
sejtekhez tartozó görbe a vándorlás nagyobb idôintervallumait
tekintve megközelíti a 0,5 α értéket. (A bolyongási index
további magyarázata az Anyag és Módszer részben található.)
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jainál az útvonalválasztás közel véletlenszerû az
elôzô útirányhoz képest, és az egész trajektóriából
számolt bolyongási index az elméleti bolyongásra
jellemzô indexhez közelít, különösen ha a nagyobb
idôintervallumokat vizsgáljuk.

Az aljzatra elôinkubált laminin-1 egyenletesen bo-
rítja a felszínt; atomerô-mikroszkópiás (AFM) fel-
vételeink szerint a magától felépülô lamininhálózat
nem mutat inhomogenitásokat a sejtek mérettarto-
mányában [be nem mutatott eredmény], tehát a
lamininen vándorló sejtek nem valamilyen borí-
tottsági sûrûséggradiens mentén mozognak. Moz-
gásukat és annak irányultságát nyúlványképzésük
megnövekedett dinamizmusa befolyásolhatja,
amelyet a laminin-1-molekulákhoz való kötôdés
során meginduló – javarészt tisztázatlan – jelát-
viteli tevékenység közvetíthet a sejtváz felé.

A megnövekedett nyúlványdinamika közvetlenül
is megfigyelhetô. A tenyésztett sejtek kis hányada
nem vándorol lamininen sem, valószínûleg azért,
mert a több nyúlvány közül egyetlen irányban sem
alakul ki az egész sejtet elhúzni képes „domináns”
vezetôél. Ezek a sejtek megfigyeléseink szerint
azonban nagyobb átlagos nyúlványszámmal ren-
delkeznek, és a nyúlványok kinövési, visszahúzási
dinamizmusa nagyobb (a nyúlványcsúcsok sejtkö-
zépponthoz viszonyított sebessége mintegy három-
szoros) a kezeletlen aljzaton lévô álló sejtekkel
összehasonlítva.

Konklúzió
A laminin nyúlványdinamikát serkentô hatásának
szerepe lehet a retina szerkezetének kialakulásá-
ban. Az egyedfejlôdés korai szakaszában a retina
külsô oldalán elhelyezkedô progenitor sejtekbôl a
késôi sejtdifferenciációs hullám részeként keletkez-
nek a Müller-sejtek. Nyúlványaikkal átnônek a reti-
na teljes keresztmetszetén a belsô oldalig, ahol a
benövô nyúlványokat a már korábban odaérkezô
ganglionsejtek fogadják, amelyek laminint termel-
nek. A felhalmozódó laminin-1 hatására a benövô
Müller-glianyúlványok arborizálnak, és a folyamat
végül is elvezet a szorosan záródó nyúlvány vég-
talpak által alkotott belsô határhártya kialaku-
lásához.

A laminin-1 motogén és nyúlványdinamika-fokozó
hatásának közvetítésében a lamininreceptorként
ismert alfa1/béta1-integrin és/vagy a disztrogli-
kán játszik szerepet [2,7], amelyek egyaránt megta-

lálhatók a Müller-sejtek nyúlványvégtalpaiban in
vivo [8]. A disztroglikánkomplex összetétele az
izomsejtekben részleteiben ismert: a disztroglikánt a
disztrofin fehérjecsalád legnagyobb molekulatöme-
gû tagja, a Dp 427 köti az aktinvázhoz [2]. A
Müller-sejtekben lévô disztroglikánkomplex felépí-
tése feltehetôen hasonló a más sejttípusokban elô-
forduló disztroglikánkomplexével, vagyis szarkog-
likánok, szintrofinok, disztrobrevin is részt vesz-
nek benne [8]. A komplex összetétele részleteiben
azonban nem tisztázott. Müller-sejtekben a memb-
ránon átívelô disztroglikán és az aktinváz között
feltehetôen a kis molekulatömegû disztrofin, a
Dp71 teremti meg a kapcsolatot.

A közeljövôben tervezett kísérleteink a Müller-
sejtekben lévô disztroglikánkomplex összetételé-
nek és a sejtmozgás során bekövetkezô esetleges
össze-/szétszerelôdésének tisztázására irányulnak.
Megvizsgáljuk azt is, hogy a laminin mely funkcio-
nális doménjei felelôsek a motogén hatásért, vala-
mint hogy az integrin vagy a disztroglikánkomplex
játszik-e jelentôsebb szerepet ebben.

Köszönetnyilvánítás
A jelen közlemény alapjául szolgáló kísérletek az
OTKA T030330 és az OTKA 034995 számú pályáza-
ti források segítségével valósultak meg. Külön
köszönettel tartozom az ezt a munkát elsô közlés for-
májában bemutató, a Cell Motility and the Cytoskeleton
címû folyóiratban megjelent közlemény [3] társ-
szerzôinek: Czirók Andrásnak, Hegedûs Balázsnak,
Vicsek Tamásnak és Jancsik Veronikának.
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Széchenyi-díjjal tüntette ki egyesületünk tagját:

Muszbek László akadémikust,
a Debreceni Egyetem Általános Orvostudományi Kar egyetemi tanárát,

a Klinikai Biokémiai és Molekuláris Patológiai Intézet igazgatóját

a véralvadás és a trombociták biokémiájának kutatásában elért – nemzetközileg is 
nagyra értékelt – tudományos eredményeiért, az orvosi laboratóriumi diagnosztika 

fejlesztésében végzett tudományos iskolateremtô és tudományszervezô munkásságáért.

A Magyar Biokémiai Egyesület nevében szívbôl gratulálunk, 
és további eredményes munkát kívánunk a kitüntetettnek.

Felhívjuk minden érdeklôdô figyelmét, hogy a FEBS Newsletter 
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Ugyanott az idei FEBS 2003 Congress, Meeting on Signal Transduction 
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Electrophoresis ] Chiral Stationary Phases, Chiral
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Arató Eszter 1958-ban született Budapesten. Önmagát alap-
vetôen autodidaktának tekintô mûvész – az alkotómunkához
szükséges technikai tudást részint képzômûvészeti kurzusokon,
részint önnön folyamatos próbálkozásain keresztül szerezte meg.
1997 óta tagja a Szabad Képzô- és Iparmûvészek Országos
Szövetségének, képeit hazai kiállításokon és külföldön is be-
mutatja. Egy rajzát a képzômûvészeti munkákat a világ minden
országából gyûjtô Very Special Arts International (Washington
DC, USA) 1994-ben felvette a gyûjteményébe, 1996-ban – nyolc
alkotó egyikeként – elnyerte a nemzetközi Yamagata Képzômû-
vészeti Program ösztöndíját a Corcoran Múzeum Mûvészeti
Iskolájában (Washington DC, USA).

Munkája eredendôen önmagának kifejlesztett technika, célzottan
nem tudatos, hanem ösztönös önkifejezési mód, melyet szellemi
eszmélése óta folyamtosan alakít. Képeiben az emberi kapcsola-
tok kifejezésmódja dominál, amely – saját bevallása szerint –
olyan „belsô világ, amiben sok mindenki magára, a saját dolgaira
ismerhet”. Képei döntôen vegyes technikával készített tusrajzok:
a csôtollal kialakított tusrajzolatot színes ceruzával vagy pasztellel
színezi, színes papírral kollázzsá alakítja. A kompozíciókat rend-
szerint a kép központi helyzetû vagy egymásba ágyazódó fôalak-
jai strukturálják, s ezen alakok környezetét vagy a köztük kiala-
kuló térrészeket késôbb, aprólékos munkával tölti ki a képnek
nem csupán hátterét, de egyben hangulatát is megadó ornamen-
tikával, mely hol egyszerû vonalegyüttesekre, hol összetettebb, 

adott esetben élô formákra (pl. sejtekre) emlékeztetô alakzatokra épül. A kép egyes

térrészeit egymással párhuzamosan alakítja, így azok egymással mintegy kommu-

nikálnak, egymásra válaszolnak vagy éppen konfliktusban állnak. Tábor Ádám

elemzésében: „A legtöbb képen
rendszerint van egy fôalak vagy egy,
a képsíkot domináló nagyobb arc. A
mellékalakok, torzók, kisebb figu-
rák, absztrakt ornamensek mind
ehhez a fôalakhoz viszonyulnak,
mintegy annak kivetülései, projek-
ciói. ... Az expresszív figuralitás és a
geometrikus-racionális absztrakt
ornamentika a legmagasabb szinten
ötvözôdik bennük. Ezért ezeken a
képeken valóban a lélek önmagát
növelô logosza manifesztálódik – és
ez a legtöbb, ami egy mûrôl el-
mondható.”
Arató Eszter további képei megte-

kinthetôk az alábbi internet címen:

http://www.kalota.com/ae/
Arató Eszter, Varázslat (1998), 
tempera, tus, kréta

Arató Eszter, Kötôdés (2001), 
színes ceruza, tus, kollázs

Arató Eszter, Kastély (1997), tusrajz
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YRekombináns Pichia pastoris MutS termékképzése 

a pH és a hômérséklet függvényében

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

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.

Kupcsulik Bálint és Sevella Béla
Mezôgazdasági Kémiai Technológia Tanszék, Budapesti Mûszaki és Gazdaságtudományi 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

A Pichia pastoris élesztô alkohol-oxidáz promótere-
in alapuló rekombináns fehérjetermelô rendszer
jelenleg a világon ismert legsikeresebb eljárások
közé tartozik, s a mai napig mintegy háromszáz
heterológ fehérje elôállítását jelentették [1]. A P. pas-
toris élesztôvel a termelni kívánt fehérjét nagy kon-
centrációban, könnyen tisztíthatóan és az eredeti
biológiai tulajdonságokkal lehet elôállítani [2].

A P. pastoris metanogén élesztôt elôször a Phillips
Petroleum használta egysejtfehérje elôállítására
metanolon mint egyedüli szénforráson. Az élesztô
FAD-függô alkohol-oxidáz enzimei segítségével a
metanolból formaldehidet képez, majd a formal-
dehidet további enzimkatalizált lépésekben ecet-
savvá, végül szén-dioxiddá oxidálja. A formal-
dehid dihidroxi-aceton-szintetáz enzim segítségé-
vel kapcsolódik a sejt fô metabolikus rendszeréhez.
A reakcióút sebességmeghatározó lépése a metanol
oxidációja. A metanol oxidálásakor hidogén-per-
oxid képzôdik, amit kataláz bont. Mivel a képzôdô
hidrogén-peroxid károsítja a sejtet, az alkohol oxi-
dációja külön kompartmentekben, a peroxiszómák-
ban történik. A nagy – 1,2% (V/V) feletti – metanol-

koncentrációval járó fokozott hidrogén-peroxid-
képzôdés révén a magas szubsztrátkoncentráció
toxikus a sejtekre [3].

A P. pastoris két alkohol-oxidáz enzimmel rendel-
kezik (Aox1 és Aox2). Az Aox enzimek nagy
szerkezeti homológiát mutatnak (95%), azonban
expressziós szabályozásuk eltér: aktivált állapot-
ban az Aox enzimek 85–90%-át az AOX1 gén kó-
dolja. Mindkét fehérje kifejezôdése katabolit rep-
resszió alatt áll, glükóz vagy glicerin jelenlétében a
sejtben gyakorlatilag nem mérhetô alkohol-oxidáz-
aktivitás. Az Aox enzimek kifejezôdését a metanol
indukálja, aktivált állapotban a sejtek teljes fehérje-
mennyiségének akár 30%-a is Aox lehet. Az ex-
pressziós rendszer a szigorúan szabályozott, erôs
AOX1 promóteren alapul. A heterológ fehérje be-
épülési helyétôl függôen többféle rekombináns
Pichia-törzs hozható létre: ha az AOX1 génbe épül,
az élesztô megmaradt intakt AOX2 génjével meta-
nolon csak lassan képes növekedni (MutS, Metanol
Utilization Type Slow), ha pedig a kromoszóma
egyéb részébe, általában a HIS4 génbe épül, akkor
a vad törzsnek megfelelô lesz a növekedési sebes-
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ség (Mut+, Metanol Utilization Type +). Létrehozható
Mut0 variáns is, amely nem rendelkezik intakt AOX
génnel. Annak ellenére, hogy a Mut+ variáns nö-
vekedése 6-7-szer gyorsabb, mint a MutS variánsé,
a poszttranszlációs módosítások idôigénye miatt
gyakran az utóbbi eredményez magasabb biológiai
aktivitással rendelkezô heterológ fehérjekoncent-
rációt.

A P. pastoris élesztô alkohol-oxidázán alapuló re-
kombináns fehérje-elôállítás a következô elônyös
tulajdonságokkal rendelkezik: (1) az expressziós
rendszer kereskedelmi forgalomban kapható, (2) a
rekombináns élesztô eltartása genetikai stabilitása
miatt egyszerû, (3) genetikai manipulálása a
Saccharoyices cerevisiae mikroorganizmusra alkal-
mazott módszerekkel lehetséges [4], (4) a genetikai
stabilitás és az indukálható termékképzés meg-
bízható fehérje-elôállítást tesz lehetôvé, (5) a Pichia
nem folytat fermentatitív metabolizmust, így egy-
szerû eszközökkel nagy sejtkoncentráció érhetô el
[5], (6) a hagyományos szervezetekhez (Escherichia
coli, S. cerevisiae) képest kiemelkedôen magas ter-
mékkoncentrációk érhetôk el, (7) legalább 65 kD
fehérjeméretig extracelluláris a fehérjeexpresszió
(S. cerevisiae α-mating factor szignálszekvenciájá-
val), (8) általában natív szerkezetû funkcionális fe-
hérjét termel eukarióta eredetû rekombináns ter-
mékek esetében is [6], (9) szemben a fehérjéket
hiperglikoziláló S. cerevisiae élesztôvel, glikopep-
tideknél fôként a humán szerkezetnek megfelelôbb
(Man)8 egységek kapcsolása [7,8], (10) genetikailag
stabil, (11) tiszta tápoldatban (csak szénforrás és
szervetlen sók) tenyészthetô. A nagy termékkon-
centráció, az extracelluláris kifejezôdés és a tiszta
tápoldat alacsony költségû terméktisztítási eljárá-
sokat enged meg.

A P. pastoris glicerinen pH 2,7–7,5 között széles
hômérséklet-tartományban képes növekedni [9],
azonban kísérleti rendszerekben gyakorlatilag ki-
zárólagosan a forgalmazó által ajánlott pH 5,0 és 
30 °C értéket használják. Mivel a Pichia kis mennyi-
ségû alkalikus és neutrális proteázt is termel, amely-
re bizonyos fehérjék érzékenyek [10], elsôdleges
célunk a törzs heterológ fehérjetermelô képességé-
nek vizsgálata volt alacsony pH-értékeken. Mivel
pH 4,2 alatt nem tapasztaltunk termékképzést, vi-
szont a fehérjetermelés hômérsékletfüggést muta-
tott, eredeti lineáris ortogonális kísérleti tervünket
kiterjesztettük egy másodfokú ortogonális Box-
Behnken kísérleti tervvel, így pH 3,2–7,2 és 17–29
°C-os tartományt vizsgáltunk. A fermentációs kí-
sérleteket P. pastoris GS115 MutS humán szérum
albumint (HSA) termelô törzzsel végeztük 800 ml
térfogatban, BIOSTAT Q (B.Braun) típusú, 4 párhu-
zamos fermentáció végzésére alkalmas keverôs fer-
mentorban. A fermentáció glicerines sejttömegnö-
velô fázisa 22–24 órán keresztül, pH 5,0 értéken, 
29 °C-on folyt a glicerin teljes felhasználásáig, amit
az oldott oxigénkoncentráció emelkedése jelzett. 
A metanolos szakasz során infúziós adagolóval,
állandó sebességgel adagoltuk a metanolt, ami
korábbi méréseink szerint egy átmeneti adaptációs
periódus után a termékképzésnek megfelelô 0,5 g/l
metanolkoncentrációt biztosít [11]. A HSA fehérjét
SDS PAGE elválasztással (Pharmacia Phast System)
választottuk el, koncentrációját Kodak Digital
Science 1D Image Analysis programmal határoztuk
meg. A termék proteolitikus bomlását a vizsgált
tartományban nem tapasztaltuk. A mért HSA-kon-
centrációkból (P) szárazanyagra (x) vetített fajlagos
termékképzési sebességet (µP) képeztünk, azt felté-
telezve, hogy ennek értéke a termékképzési sza-
kasz során állandó:

Kupcsulik Bálint 1999-ben végzett a Budapesti Mûszaki Egyetem Vegyészmérnöki karán mint bio-
mérnök, ipari biotechnológia szakirányon. 1997/98-ban a University of Georgia egyetemen genetika sza-
kon töltött három trimesztert a Georgia Rotary Student Program ösztöndíjával. 1999-ben három hónapot
a dél-afrikai University of Stellenbosch Mikrobiológiai Tanszékén töltött a STINT program keretében.
2000-tôl a Budapesti Mûszaki és Gazdaságtudományi Egyetem Mezôgazdasági Kémiai Technológia
Tanszékén doktoráns. Fôbb kutatási területei: fermentációs kinetikai vizsgálatok rekombináns Pichia
pastoris-, Aspergillus terreus-, Acetobacter- és Enterobacter-törzsekkel.

Sevella Béla vegyészmérnök, 1970 óta a BME Mezôgazdasági Kémiai Technológia Tanszék oktatója, a
tudomány kandidátusa, 1993 óta habilitált professzor és a tanszék, azon belül a fermentációs kutatócso-
port vezetôje. Fôbb kutatási területei: fermentációs technológiák fejlesztése, optimálása, fermentációs
rendszerek kinetikai, anyagátadási folyamatainak vizsgálata. Az általa vezetett iskolából graduális ve-
gyészmérnökök és biomérnökök százai kerültek ki, több egyetemi doktori és kandidátusi disszertáció
készült irányítása alatt, és jelenleg is több PhD-hallgató témavezetôje.
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Statistica for Windows 6.0 programmal végzett
analízis szerint a termékképzést biztosító beállítá-
sok (I. táblázat) mellett µP-re a pH, a pH2, valamint
a hômérséklet hatása is szignifikáns, a kereszthatá-
sok elhanyagolhatóak. A mért értékekre nem struk-
turált, Michaelis pH-függvényen és két Arrhenius-
egyenleten alapuló függvényt illesztettünk (II. táb-
lázat). A függvény maximuma pH 5,7-nél és 20 °C-
nál van (I. táblázat); az ezen körülmények között
végrehajtott fermentáció valóban a legjobb ered-
ményt adta a vizsgált beállítások közül (894 mg/l

HSA). Az eredmények azt mutatják, hogy a sejt-
tömegképzési szakasz (pH 5,0 és 29 °C) és a termék-
képzési szakasz (pH 5,7-nél és 20 °C) körülményei-
nek szétválasztása növeli a produktivitást. Az ered-
ményekre történô illesztéssel kapott matematikai
modell (II. táblázat) µPmax maximális fajlagos ter-
mékképzési sebesség változtatásával tetszôleges
fehérjére alkalmazható, és várhatóan P. pastoris
Mut+ variánsra is használható.
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Illesztett Arrhenius-függvény

Arrhenius-paraméterek

K1 K2 a b -∆∆H1/R -∆∆H2/R µµPmax

2,14 x 10-5 2,27 x 10-7 6,43 15,6 -43,8 -71,5 1,48

Varianciaanalízis (ANOVA)

DF SS MS F P r2

Regresszió 6 0,211 0,035 13,04 0,0017 0,918

Reziduális 7 0,019 0,003

Teljes 13 0,230 0,018

II. táblázat Az illesztett modell függvényparaméterei

pH T [°C] µµP [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

I. táblázat Az elvégzett fermentációk paraméterbeállításai és
eredményei
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Új távlatok a molekuláris biológiában – Bio-Science
Szimpózium az Akadémián
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Jelentôs tudományos eseménynek lehettünk tanúi
ez év október 4-én: a Magyar Tudományos Akadé-
mián megrendezték az elsô Bio-Science Szimpóziu-
mot a Bio-Science Kft. szervezésében. Az egész na-
pos program a molekuláris biológia legújabb mód-
szereivel, eredményeivel foglalkozott, amely ko-
moly érdeklôdést váltott ki. A rendezvényen több
mint 300 regisztrált szakember vett részt, köztük a
szakma hazai és nemzetközi vonatkozásban is
ismert vezetô szaktekintélyei.

Dr. Tátrai Ágnes, a Bio-Science Kft. igazgatója beve-
zetôjében kifejtette, hogy a cég a kereskedelmi tevé-
kenység mellett számos tudományos projektben is
részt vállal, de ettôl függetlenül is feladatának érzi
a tudományos közösség támogatását magas színvo-
nalú rendezvények szervezésével is. Ennek eddigi
legkomolyabb megnyilvánulása ez a szimpózium.

A rendezvény moderátora Dr. Lakatos Péter (SE I.
Belklinika) volt, aki nemcsak kutatóként, hanem
klinikusként is szemléli a molekuláris biológiában
az utóbbi években végbement fejlôdést. Ez meg-
nyilvánult abban is, hogy számos esetben a gyakor-
lati felhasználás irányába terelte az elôadásokat kö-
vetô diszkussziót.

Az elsô elôadó Falus András akadémikus (SE Ge-
netikai, Sejt- és Immunbiológiai Intézet) volt, aki a
genomika jelenét és jövôjét vetítette a hallgatóság
elé, nemritkán filozofikus hangvétellel, különösen
kiemelve az etikai vonatkozásokat. Dr. Puskás
László (Szegedi Biológiai Központ) már a gyakor-
latban mutatta be, hogy mire képes a chiptechnoló-
gia, és mindezt hazai példákkal illusztrálta. Külö-
nösen érdekesek voltak a skizofrénia genetikai hát-
terével kapcsolatos adatai.

Dr. Dimitri Pappaioannou (Molecular Probes,
Hollandia) elsô elôadásában a nukleinsavak detek-
tálására alkalmas fluoreszcens festékekrôl adott
részletes áttekintést. A kávészünet után pedig a fe-
hérjék kimutatására kifejlesztett legújabb festéke-
ket mutatta be számos gyakorlatban jól használha-
tó szempontot említve. Dr. Wolfgang Fiedler
(Martin Luther University, Németország) a vastag-
bél adenomatosus polyposisát okozó génmutációk
kimutatására kifejlesztett ún. protein truncation
tesztet mutatta be. A polyposis gyakran vezet daga-

nathoz, így vizsgálata különösen fontos. A módszer
egyébként más, hasonló kórképek genetikai hátte-
rének tisztázására is alkalmas. Dr. Poonam Taneja
(Alpha Innotech Corp., USA) a CCD kamerák tulaj-
donságait, a gélfényképezés finomságait elemezte.
Szenzációsan adta elô a géldokumentációs rend-
szerek vásárlásának gyakorlati szempontjait.

Az igen bôséges és ízletes ebéd után Dr. Ingrid
Liegl-Magiera (Promega, Németország) a luciferáz
jelölôgén teszt (luciferase reporter gene assay) alapjait
magyarázta el, illetve a legújabb változatait és al-
kalmazásait mutatta be. Hihetetlenül érdekes volt
látni, hogy ez a viszonylag régi módszer milyen új
területekre volt képes betörni. Ezt követôen Dr.
Nagy László (DE OEC Biokémiai és Molekuláris
Biológiai Intézet) rendkívül magas színvonalú elô-
adásában a szteroid hormonhatás molekuláris tör-
ténéseit ecsetelte fehérje–fehérje kölcsönhatásokra
bontva. Helyenként multimédiás animációkat is al-
kalmazva, szemléletes képet adott a szteroidrecep-
tor mûködésérôl. Dr. Michael Hoffmann (Freiburg
University, Németország) egy új lumineszcens el-
járást, a READIT módszert ismertette, és populá-
ciós genetikai szûrésekben történô alkalmazásokra
mutatott példákat. A módszer mindössze 4 hóna-
pos, de már hazai alkalmazással is találkozhattunk
Dr. Lakatos Péter és Kósa János elôadásában,
amelyben a csontritkulás diagnosztikájában és a
terápiás döntésben fontos kollagén 1A1 gén sp1
mutációjának vizsgálatára kifejlesztett READIT
módszerüket szemléltették. A rendszer nagyszámú
minta gyors és pontos vizsgálatát teszi lehetôvé az
elektroforézis mellôzésével.
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A szimpózium utolsó elôadását Dr. Pádár Zsolt
(ORFK Bûnügyi Szakértô és Kutató Intézet) tartot-
ta a molekuláris genetika szerepérôl a kriminalisz-
tikában. Meggyôzôdhettünk róla, hogy a helyen-
ként tudományos fantasztikumnak tûnô azonosí-
tási (genetic identity) lehetôségek valóban speciális
ágát képezik a genetikának.

A rendezvényen elhangzott elôadások színvonala a
világ bármely pontján megállta volna a helyét. 

A rangos külföldi elôadók mellett a szakma hazai
kiválóságainak szereplése azt is jelzi egyúttal, hogy
ezen a téren nincs szégyenkeznivalónk. A hallgató-
ság soraiban számos akadémikus, egyetemi tanár
és vezetô kutató foglalt helyet, akik közül többen
állították, hogy sok új és hasznos információhoz
jutottak az elôadásokból és az azokat követô meg-
beszélésekbôl. Hogy mennyire stimuláló volt a
hangulat, arra jellemzô a szünetekben kialakított
új, külföldi–magyar és magyar–magyar kollaborá-
ciók egész sora.

Dicséret és köszönet illeti a Bio-Science Kft. céget
azért, hogy az egész rendezvényre az önzetlenség
volt jellemzô, marketingízû tevékenységnek még a
nyomát sem lehetett felfedezni. Csak remélhetjük,
hogy egy sorozat kezdetének voltunk tanúi, és a
cég a jövôben is támogatni fogja a tudományos
közéletet hasonlóan magas színvonalú konferen-
ciák szervezésével.

Nagy Zsolt
Semmelweis Egyetem
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Tisztelt Fiatal Kutatók,

emlékeztetjük, hogy a Sigma-Aldrich pályázat benyújtási határideje 2003. április 30.
A pályázat feltételeirôl honlapunk aktuális rovata a

http://www.sigma-aldrich.com/hungary
nyújt tájékoztatást.

Egyben felhívjuk minden Kedves Olvasó figyelmét, hogy új kiadásban megjelent a
Sigma Élettudományok 2003–2004 katalógus. A kiadványban a részletes technikai 

információkkal és új reagensekkel kibôvített termékkínálat az alábbi tematikai 
csoportokban található:

• Molekuláris biológia • Sejtkultúra • Jelátvitel és idegtudományok • Immunokémia 
• Fehérje analitika és proteomika • Fehérje kromatográfia

• Gyógyszerkutatás és biológiai vizsgálatok
Az ingyenes katalógus honlapunkon rendelhetô meg.

Szívélyes üdvözlettel,

Sigma-Aldrich
Magyarország
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Vegyi anyagok toxikus hatásainak mérése és 
kockázatbecslése a talajban
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Gruiz Katalin:
KÖRNYEZETTOXIKOLÓGIA
Vegyi anyagok hatása az ökoszisztémára
(Könyvismertetés)

Mûegyetemi Kiadó, Budapest, 2001

Gruiz Katalin társszerzôkkel (Horváth Beáta és
Molnár Mónika) írt 171 oldalas könyve iránti
igényt a modern környezetirányítási rendszerek,
azon belül is a vegyi anyagok és a szennyezett
területek környezeti kockázatának kvantitatív fel-
mérése hívta életre. A könyv széles körû felhasz-
nálásra készült; nemcsak a környezetvédelmet
fôfoglalkozásként mûvelôk, de a környezetvéde-
lem iránt fogékony, egyéb területen dolgozó szak-
emberek és nem szakemberek számára is. Fontos
szerepe lehet egy környezetbarát nemzedék kikép-
zésében, ezért ajánlható a könyv egyetemek, sôt
egyes középiskolák számára is. A Budapesti Mû-
szaki és Gazdaságtudományi Egyetem Vegyész-
mérnöki Kar Biomérnök és Környezetmérnök sza-
kán a tananyagnak is részét képezi a környezet-
toxikológia és a kockázatfelmérés.

A könyv a talajt állítja érdeklôdése középpontjába,
egyben ez jelenti újszerûségét is. A talaj környezeti
állapotának megítélésére és a talajba került kocká-
zatos anyagok hatásának mérésére alkalmas komp-
lex metodika kifejlesztése napjaink tudományának
feladata. A könyvben szereplô szemlélet és konk-
rét, talajra specifikus környezettoxikológiai mód-
szerek biztosíthatják, hogy a talaj mint az elemek
körforgásának színhelye és ezzel a földi ökosziszté-
ma fontos és védendô része, a vízhez hasonló rész-
letességgel vizsgálható, megítélhetô és védhetô
legyen.

A magyar nyelvû könyv megjelenése hiánypótló a
környezetvédelem területen, sôt külföldön is alig
található hozzá hasonló részletességgel megírt mû.
Az elmúlt században a vegyipar gigantikus fejlô-
dése következtében a környezetbe kerülô vegyi
anyagok mennyisége is drasztikusan megnôtt, sôt
ez a tendencia, ha csökkent mértékben is, de ma is
folytatódik. Ezért nagyon fontos, hogy olyan méré-
si lehetôségek álljanak rendelkezésünkre, amelyek

megbízhatóan jelle-
mezhetik a környe-
zetbe kerülô vegyi
anyagok hatását a
teljes ökoszisztémára
(benne végeredmény-
ben az emberre is)
vonatkozóan.

A biokémikus is sok
esetben in vitro kö-
rülmények között
modellezi az élôvilág
eseményeit. A kör-

nyezettoxikológus sem emberrel kísérletezik, ha-
nem az ökoszisztéma alacsonyabb rendû egyedeit
használja kísérleti alanyokként, és a náluk észlelt
hatásokból következtet az egyes vegyi anyagoknak
a teljes élô rendszerre kifejtett hatására. Természe-
tesen ebben az esetben is fontos a kísérleti alanyok
kiválasztása, mert ezzel tudjuk a kockázatbecslés
hibáját minél kisebbre csökkenteni. A megjelent
könyv ehhez nyújt segítséget az alábbi fôbb téma-
körök részletes tárgyalásával:

1. Környezettoxikológia és a kockázat kezelése:
– Vegyi anyagok hatása a környezetre
– Toxikológiai tesztek egyedi és több faj

bevonásával

2. Ökotoxikológia és a vegyi anyagok kockázata:
– A kockázat mérésének alapja, kockázatfelmé-

rés, határértékképzés
– A szennyezett területek kockázata és egyedi

határértéke
– Környezetirányítási döntések

3. Szennyezett talajok ökotoxikológiai jellemzése:
– A talajökoszisztéma tagjai, a talaj tesztelésére

alkalmas módszerek (egy és több fajt alkalma-
zó módszerek, rezisztencia, szabadföldi tesz-
tek, bioszenzorok, géntechnikák stb.).

A fenti témakörök kiegészítésére részletes prakti-
kum, szakirodalom és fogalomtár is található a
könyvben. A könyvet a Mûegyetemi Kiadó adta ki
2001-ben. Készült a Mûegyetemi Nyomdában.
Azonosító száma: 65036, ISBN 963 420 676 x

László Elemér






