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iel6tt el6adasom targyara térnék, szeretnék egy bevezet§ megjegyzést
M .tenni. A kisérleti természettudomanyok terén tartott akadémiai szék-
foglaloé el6adasok soha nem egy ember munkajan alapulnak, sokszor igen
nagyszamu kdzrem(ikdédd neve olvashaté az utolsoként vetitett dian. Ez ter-
meészetesen most is igy lesz. A sok kdzrem(ikdd6 kézil azonban most el6ljaro-
ban szeretném kiemelni munkatarsam és baratom, KissAntal nevét, aki 1974-
ben frissen végzett orvosként csatlakozott munkacsoportomhoz, és ezzel kez-
dédott nalunk ennek a témanak a kutatasa, amely ma is az 6 iranyitasa alatt
folyik. Amit tehat ma elmondandé vagyok, abban neki oroszlanrésze volt,
mind maualisan, mind szellemileg.

Kilenc évvel ezel6tt tartott akadémiai levelez6 tagi székfoglalo el6adasomat
azzal agondolattal kezdtem, hogy a molekularis biologia nagy - datumszer(ien
aWatson-Crick-modell megsziiletéséhez, 1953-hoz kdthet6 - forradalmabol
amagyar tudomany tgyszélvan kimaradt, viszont abba a- masodik molekula-
ris bioldgiai forradalomnak nevezhetd - izgalmas szakaszba, amelyet a rekom-
binans DNS-technoldgia vagy népszer( nevén génsebészet megsziiletése
jelentett, a magyar tudomany és benne én, illetve munkacsoportom mar teljes
intenzitassal bekapcsolédhattunk. Ez a forradalom is meglep8en pontosan
id6hoz kothet6, 1972-73-ban tortént. Technikai-modszertani szemponthdl
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ennek legfontosabb el6feltétele arestrikcids endonukleaz enzimek felfedezése
és hatdsmodjuk megismerése volt. Pontosan emlékszem, hogy milyen inspi-
rald hatassal volt ram aPNAS 1972 novemberi szamanak atlapozasa, amelyben
hat cikk foglalkozott ezzel a kérdéssel, amirdl azonnal ismertetét tartottam az
intézetben, és elkezdtiik az ezzel kapcsolatos munkat.

Ma a restrikciés-modifikacios enzimek el6allitasaval egy évi 100-110 millié
dollaros termelési értékl ipardg foglalkozik, ezek az enzimek mindennemd
géntechnoldgiai kutatas és kisérleti munka legfontosabb, nélkiilézhetetlen
eszkozei, segédanyagai, az el6addsom ciméil valasztott metafora szerint ezek a
génsebész miiszerei, amelyek lehetévé teszik a DNS kezelhetd méret(i dara-
bokka vagasat meghatarozott pontokon. Remélem, meg tudom Onoknek
mutatni, hogy e gyakorlati fontossaguktdl eltekintve is hallatlanul érdekes
kutatasi objektumok —még akkor is, haaz ember nem feltétlenll osztja Arthur
Kornberg nézetét, aki szerint olyan enzim nincs a vilagon, amelyik ne volna
nagyon érdekes (,,| have yet to see an enzyme that proves to be uninteresting”).

A torténet 1952-ben kezdddott, amikor a molekularis biologia egyik alapito
atyja, Salvador Luria megfigyelt egy akkor megmagyarazhatatlannak t{ing
jelenséget, amelyet fagrestrikcidnak nevezett el. Ennek lényege, hogy egy bak-
teriofag fert6z6képessége fligg az elééletétdl: ugyanaz a fag az Escherichia coli B
torzsét sokkal hatékonyaban fert6zi, ha az el6z6 generaciéban ugyancsak a B
torzsén nétt, és nem példaul a K térzsén. A dolog forditva is igaz: a K tdrzson
noétt fag a K torzset fert6zi sokkal hatékonyabban, mint a B-t. A jelenség
magyarazatara egy akkor még fiatal svajci kutatd, Werner Arber - kés6bb meg-
érdemelt Nobel-dijjal honoralt - munkassaga kinalt magyarazatot 1962-ben.
Arber feltételezte, hogy a kiilénb6z6 baktériumtdrzsek olyan térzs-, illetve
fajspecifikus enzimparokkal rendelkeznek, amelyek egyik tagja a DNS bizo-
nyos szekvenciaelemeit felismerve azokat kémiailag modifikalja, masik tagja
pedig ugyanezeket a szekvenciaelemeket felismeri és hasitja, ha nincsenek
modifikalva, de érintetleniil hagyja, ha modifikalva vannak. A megjésolt enzi-
mek létének direkt bizonyitasa sokaig varatott magara, mert a kutatas elsésor-
ban az E. coli B és K térzsek enzimeire koncentralt, amelyekrél ma mar tudjuk,
hogy a bonyolultabb és nehezebbenjellemezhetd, tn. I. tipushoz tartoznak. A
molekuléaris bioldgiai kutatdsok eszkdzeiként kizardlag a Il. tipust enzimek
hasznalatosak, és a mai el6adasban is kizarolag ezekr6l lesz sz6. Az elsé Il. tipu-
su restrikciés enzimet a hetvenes évek elején - a kés6bb szintén Nobel-dijjal
jutalmazott - Hamilton Smith izolalta, és t6le szarmazik az - az avatatlanok
szamara Kissé furcsa és a biokémiai ndémenklatdra-bizottsdgokat az 6riilethe
kergetd - nevezéktan, amely mara Kiirthatatlanul elterjedt. Nyilvdn a nem
molekularis biolégusok is hallottdk méar, ahogy a bennfentesek dobal6znak a
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Bam, Bep, Eco, Hind, Sac, Fok és mas hasonlo nevekkel, kérem, nézzék el, ha
én is ezt fogom hasznalni, ezek anevek egyszerlien az enzim forrasatjelélik, a
baktérium latin nevének roviditései, amelybdl az enzimet izolaltak.

Ezen enzimparok egyik tagja tehat a restrikcidos endonukleaz enzim (R),
amely aDNS egy 4-8 bazispar hosszlsagu, tobbnyire szimmetrikus szekven-
ciaelemét nagy pontossaggal felismeri, és a felismerd szekvencian belil, vagy
annak kozvetlen kdzelében, pontosan meghatarozott modon, endonukleoliti-
kusan elhasitja. Az enzimpar masik tagja a modifikacios metilaz vagy DNS
metiltranszferaz (M), amely ugyanazt a szekvenciaelemet ismeri fel, és arra
mindkét szalon egy-egy metilcsoportot visz. Az igy médiait DN S-t viszont a
restrikciés endonukledz mér nem képes elhasitani.

Mint méar emlitettem, mi a hetvenes évek elsd felében kezdtiink e terulettel
foglalkozni, ekkor méar az irodalomban 5-6 kiilénb6z6, Il. tipusi RM enzim-
partjellemeztek, feltételezhetd volt, hogy létezik még sok-sok eltérd specifitas
is, és ismert volt ezen ezimek 6riasi lehet6sége aDNS méretre szabdalasaban,
az akkor sziilet6 rekombinans DNS-technolégidban. Kereskedelmileg még az
ismert enzimek sem voltak hozzaférhet6k. Nyilvanvald volt: minél tébb
kiulénb6z8 specifitast restrikcios enzimmel rendelkezik egy laboratorium,
annal sokoldalubb, jobb lehet6ségei vannak a génmanipulacios kutatashan.
Ebbdl kiindulva adtam azt a feladatot (j munkatarsamnak, Kiss Antalnak, hogy
nézze meg: tartalmaz-e restrikcios endoknukleazt a szomszéd Genetikai Inté-
zetben behat6an vizsgalt Rhizobium meliloti baktérium.

Ez a keresés ugyan eredménytelen volt, de egy szerencsés véletlen, illetve —
mivel Pasteurtdl tudjuk, hogy a véletlen csak a felkésziilt ésjo szem( kutatot
segiti - Kiss Antal alapossaga és szivossaga egy a vizsgalt kultirakat szennyezé
baktériumban, amelyet a néhai lvanovics Gydrgy azonositott Bacillus sphaeri-
awként, megtalalt és felfedezett egy Uj enzimet, a BspRI restrikciés endo-
nukleazt (1). Az enzim specifitasdban ugyan megegyezett egy akkor mar ismert
enzimmel, a Haelll-mal, de tobb igen elényds tulajdonsaggal rendelkezett,
rendkivil stabil volt, szinte agyon sem lehetett verni, és szokatlanul nagy
mennyiségben fordult el abaktériumban, igy igen konny( volt atisztitasa. Az
enzimet Koncz Csaba homogenitasig tisztitotta és alaposan jellemezte, parja-
val, aBsp metilazzal egyitt (2). Az e munkéban szerzett tapasztalatokra tdmasz-
kodva csoportunkban ekkor elkezdtiik amar ismert ilyen tipust enzimek egy-
re ndvekv6 szdmanak hazilagos preparalasat, részben sajat munkank segitésé-
re, részben kereskedelmi célbol. E gyakorlati rutinmunka soran a kés6bbiek-
ben még néhany 0j enzimet fedeztiink fel, igy Brevibacterium epidermidisbcn
Bepl enzimet (3) és Bacillus cereusb&n a teljesen egyedi specifitasu, kildnleges
tulajdonsagokkal rendelkezd Bcejl enzimet (4), amelyeket Orosz Andras segit-
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ségéveljellemeztiink. Inkdbb mulatsdgos epizédként emlithetem az gyneve-
zett X enzimet. Eztjénai kollégank, Manfred Hartmann izolalta - ugyancsak
véletlenil, egy szennyezd, ismeretlen baktériumtérzsbél -, s énjellemeztem,
hataroztam meg a felismerd specifitast. Mikor az eredményt k6zolni akartuk,
Hartmann szomoruan kozolte, hogy atérzs kipusztult, nem sikerilt Gjraélesz-
teni. A tiszta enzimet még évekig hasznéltuk, és noha az6ta az ismert restrik-
ciés enzimek szama kozeliti a 3000-et, a kiilonb6z6 specifitdsok szama meg-
haladja a 200-at, az X enzim maig var az Gjrafelfedezésre, ilyen specifitasi
enzimet senki mas nem talalt az6ta sem.

A kulonbdz6 restrikcios endonukledazokkal végzett rutinmunka soran egyre
jobban kezdtek érdekelni ezek az enzimek, nemcsak mint eszkdzok a kutato-
munkaban, hanem mint a kutatas céljai is. Felvetettiik, hogy érdemes volna
vizsgalni ezen enzimek bioldgiai szerepét, az enzimrendszerek genetikai
szervezBdéseét, szintézislik szabalyozasat, szerkezetiiket, nagyfokl specifitdsuk
szerkezeti alapjait, mikddésmadjukat.

Az akkor még 0j - ahetvenes évek végénjarunk - génklénozasi technika
kinédlta az els6 tamadaspontot: célul tliztik ki az altalunk felfedezett BspRI
enzimpar génjeinek klonozasat. E cél elérésére Kis Antal rendkivil szellemes
otleten alapuld bioldgiai szelekcios modszertjavasolt, amelyet Szomolanyi Eva
segitségével ki is probaltunk, és felhasznalasaval sikerrel klénoztuk, el6szér a
Bsp modifikaciés metilazt (5). Amodszert nem kivanom itt részletesen ismer-
tetni, de elmondom, hogy az6ta mindenki, aki valaha restrikciés-modifikacios
enzimeket klénozott, ezt - az irodalomba ,,magyar trikk” néven bevonult -
modszert alkalmazza, és valamennyi gyartd cég is ezzel amaddszerrel klonozott
gének segitségével termelteti a restrikcios és modifikacids enzimeket. Ha
akkor esziinkbe jut a szabadalmaztatas és meg is tudjuk valositani, akkor ma
sem a munkacsoportunk, sem mi nem kiizdenénk anyagi gondokkal.

A gén klonozasa utan Pésfai Gydrgy meghatarozta a gén és kdvetkezeés-
képpen az altala kodolt enzim teljes szekvenciajat (6). Ezt az els6 példat azutan
sok mas kovette. Kldnoztuk és szekvenaltuk a BrpR1 utan aBsuRI (8), SPR (7),
Ecal (10), Bepl (9), Sau96l (11), Kpnl (12) metilazok génjeit. Itt szeretném
megjegyezni, hogy a ,,magyar trikk” a metildzok m(ikodésén alapul, direkt
modon tehat csak azok klénozasara alkalmas. Minthogy azonban mai ismere-
teink szerint minden restrikcios endonukledz-modifikacios metilaz enzimpar
génje kapcsolt, egymas mellett helyezkedik el a kromoszoman, ezért ha elég
nagy DNS-fragmentumot klénozunk, akkor a metilazra torténd szelekcioval
klénozhato akapcsolt nukledzgén is. Ezt a lehet6séget szintén Kiss Antal hasz-
nalta ki avilagon els6nek a BsuRi endonukledzgén klénozasaval (8). E génpar
szekvenalasat a Nobel-dijas Richard J. Roberts laboratoriumaval kooperalva
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végeztik el Ugy, hogy Posfai Gyorgy Szegeden szekvenalta a metilazt, mig
Kiss Antal Cold Spring Harborban a nukledzt. Hasonld technikaval késébb
egy masik enzim, illetve génpar, a Sau96l rendszer klénozasat és teljes szekve-
nalasat Szilak Laszld végezte el itthon, csoportunkban (11).

Els6 metilazgén-szekvenciank eredményei alapjan felismertiik e fehérjék
kozos szekvenciaelemeit. E felismerés eredményeinek kibontakoztatasa évek-
kel késébb az SZBK Biofizikai Intézetének matematikusa, Pdsfai Janos nevé-
hez fiz6dik, aki az altala kidolgozott Uj algoritmus alapjan Roberts laboratd-
riumaban megallapitotta a legkiilonbdz6bb felismerd szekvenciaju 5-citozin
metilazok szerkezeti homoldgiajanak térvényszer(ségeit. Itt magyarazatkép-
pen meg kell jegyeznem, hogy a katalizalt kémiai reakcid, illetve a DNS-ben
metilalt akceptor természete szerint a Il. tipust modifikaciés metilazok harom
csoportba sorolhatok:

1. A citozint az 5. szénatomon metilalé enzimek (idetartozik az altalunk
tanulmanyozott enzimek tdbbsége).

2. A citozin 4. helyzetli aminocsoportjat metilalé enzimek.

3. Az adenin 6. helyzet{i aminocsoportjat metilalo enzimek.

A két utobbi csoportban talalhaté szekvenciaazonossagokjoval csekélyebbek
és nehezebben felismerhet6k, elrendezésiik, sorrendjiik is valtozé. Pésfai Janos
az els6 csoporthoz tartoz6 enzimekben 10 kdzds, hasonlé szekvenciamo-
tivumot ismert fel, mindig azonos elrendezésben. A VIII. és DC. blokkok kozotti
hosszabb egyedi szekvencia az igynevezett szekvencia-felismerd régié (TRD =
target recognizing domain). Itt kell megjegyezni, hogy ismeretes ennek az
enzimcsoportnak egy érdekes altipusa, a multispecifikus metildzoké. Ezeknek
tobbségét Thomas Trautner berlini munkacsoportja fedezte fel és tanulma-
nyozta, ide tartozik az el@szor altalunk azonositott és szekvenalt SPR metilaz is.
A multispecifikus metildizok TRD régdja joval hosszabb a monospecifikuso-
kénal, és ebben a TRD régidban funkciondalisan és szerkezetileg jol elkiilénithe-
t6k az egyes specifitasokért felelds egyedi szekvencia-felismerd régiok.

Az elmUlt masfél évtized soran klonozott és szekvenalt metilaz és nukleaz
génjeink segitségével még sok érdekes eredményt nyertiink. igy példaul a
BspRI metilaz génjét Fehér Zsigmond bevitte éleszt6be, amelynek DN S-e ter-
mészetes allapotban egyaltalan nem tartalmaz metilcsoportokat. Sikerilt ki-
mutatni ebben a heteroldg gazdasejtben az enzim mikddését és egyes éleszts-
gének szelektiv metilalasat (13).

Megfelel§ vektorokkal tultermeltettiik és homogenitasig tisztitottuk a klé-
nozott ezimek tobbségét (12, 14, 15), néhanyukat alaposan jellemeztiik en-
zimoldgiai szempontbol, megismervén tébb érdekes tulajdonsagukat. Szilak
LaszI6 egy adenin-metilaz, az Eca\ és az 5-citozin-metildz BspRI enzimo-
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l6gidjat, a katalizalt reakcid kinetikajat vizsgalta alaposan és hasonlitotta dssze,
ennek ismertetésétdl itt eltekintek (15, 16).

Kiemelném azonban Pdsfai Gyorgy Ujszer(i és meglepé megfigyelését, azt,
hogy a metilazok képesek intermolekuldris komplementacidra (17). Ez azt
jelenti, hogy amolekula 6nmagaban inaktiv N-terminalis és C-terminalis fele
mind in vitro, mind in vivo egylttesen képes véghezvinni az enzimreakciot,
anélkil, hogy kovalensen 0ssze volnanak kapcsolva. llyen komplementéciot
el6szor Ullmann Agnes mutatott ki 30 évvel ezel6tt a B-galaktozidaznal, ennek
oriasi jelent6sége is lett a molekularis biologiaban, de azota is nagyon kevés
hasonlo esetrél tud az irodalom. Posfai azt is kimutatta, hogy ezakomplemen-
tacio két nagymértékben homolog és azonos felismerd specifitasa, de kilon-
bdz6 fajokbol szarmazé enzim, a B.2pRI és BsuR|1 kdzott is miikodik. Erdekes
adat, hogy holland kutatok felfedeztek egy metilazt, az Aqul enzimet, amely
mikodik.

Szilak L&szl6 és Finta Csaba kimutattak, hogy a BspRI metilaz enzim képes
dnmagat is metilalni az aktiv centrum ciszteinjén és kisebb mértékben még
egy masik ciszteinen, és ezzel részleges ongyilkossagot elkdvetni (18). Ennek a
jelenségnek abiolégiai szerepérél semmit sem tudunk, noha némi formai ana-
l6giat mutat az Ada 0 6metilguanin-DNS-metiltranszferaz miikodésével.
Ennek az enzimnek normalis funkcioja az, hogy sajat magat metilalja, és ezzel
tovabbi miikodését megbénitja, tehat a sz6 szoros értelmében nem is biztos,
hogy enzimnek tekintendd.

Természetesen az utdbbi masfél évtizedben, a mi els6 eredményeink meg-
sziletése 6ta, igen nagyszamu - tébb mint szaz - Il. tipus( restrikciés-modifi-
kacios enzim primér szekvenciaja valt ismertté, ismerjiuk tovabba 6t nukleaz
(EcoRIl, EcoRV, BamHI, Pvull, Foki) és négy metilaz (Hhal, Tagl, Pvull,
Haelll) rontgendiffrakcioval megallapitott teljes haromdimenzids szerkezetét
is. Ennek alapjan megfogalmazhaté néhany altalanos szabalyszer(ség:

1. Az azonos felismerd szekvenciaju metilaz, illetve nukledz enzimparok
kozott semmiféle szerkezeti hasonlésag, homologia nincsen, alegységszerke-
zetik is killonb6z6 (anukledzok dimerek a metilizzok monomerek). Nyilvan-
valéan teljesen mas mechanizmussal, mas kdlcsénhatasokkal ismerik fel a
megfeleld szekvencidkat.

2. Az ismert nukledzszekvencidkban &ltaldban nem ismerhetd fel hasonl6-
sadg, még azonos DNS-felismerd szekvencidju enzimek esetén sem. A térbeli
szerkezetben azonban a BamHlI, illetve EcoRi endonukledzok, a kilénb6z6
felismerd szekvencia és primér szerkezet ellenére sok hasonldsagot mutatnak.
Ez ajelenség konvergens evolucidra utalhat.
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3. A metildzok kdzott bizonyos szekvencia hasonldsagok vannak. Mint mar
err8l sz6 esett, ezek elég kicsik az aminocsoportot metilalo két enzimtipusnal,
viszont igen széles kériiek az 5-citozin-metilazoknal. A metildzok kdzil elsé-
ként egy 5-citozin-metildaz, a Hhal enzim teljes haromdimenzios szerkezete
valt ismertté. Az adenin-metilaz Taql szerkezete viszont, a kevésbé hasonlo
primer szerkezet ellenére, meglehet8sen hasonlénak bizonyult. E hasonlésag
fényében (jravizsgdlva a primer szekvencidkat, kiderllt, hogy kevéshé
manifeszt formaban az adenin és 4-citozin-metilazok szerkezetében is megta-
lalhatd a Pdsfai Janos altal a masik csoportban felismert 10 motivum koziil 9,
csak éppen asorrendjik mas, mintegy cirkularisdn permutalt sorrendben van-
nakjelen.

A restrikcids-modifikéaciés enzimrendszerek szerkezetkutatasa terén a leg-
izgalmasabb felismerést a Hhal enzim térszerkezetének megismerése hozta
1994-ben.

A binér enzim-szubsztrat (AdoMet), iletve a ternér enzim-DNS-AdoMet
komplex térbeli szerkezete korilbelil megfelel annak, ami a primer szek-
venciahomolégiak, enzimoldgiai kisérletek és irdnyitott mutagenezis-vizs-
galatok alapjan benniink kialakult az 5-metilcitozin-metilazokrél. Az enzim-
molekula két doménbol all, a nagyobb, katalitikus és kofaktorkét§ domen,
valamint a kisebb, DNS-felismerd domén. A DNS-felismer§ doménban két
glicingazdag felszini hurok érintkezik a DNS nagy arkaval a felismer6 szek-
vencidban, és ez akét hurok a primer szekvencia altal josolt egyedi, TRD, azaz
szekvencia-felismer6 régidban van. Ebben adoménban van ezenkiviil a Pdsfai
Janos éltal felismert konzervalt motivumok koziil a DC. is. Ez amotivum mint-
egy gerinc fogja 6ssze akis ddmén egészét. Az I. és X. motivumok ametildonor
SAM (S-adenozil-metionin) megkdtésében vesznek részt. A 1V. és VI. moti-
vumok (és kevésbé hangsulyosan aVII. ésVIII. motivumok is) tehet6k felel8s-
sé a katalitikus aktivitasért, a IV. motivumban van az a cisztein, amely az
5-metilcitozin-metildzok esetében bizonyitottan részt vesz akatalizis interme-
dierjének képzésében, és amelyrél a BspRI metildz esetében megallapitottuk,
hogy tartés kovalens kétéssel is metildlhat, ha nincsjelen aDNS szubsztrat. A
VI. igen er8sen konzervalt motivum szerepe az, hogy megfelel6en pozicio-
nalja a katalitikus centrumot tartalmazo IV. motivumot.

Mindez egyaltalan nem meglepd. Meglep6nek az bizonyult, amikor kide-
ralt, hogy mi toérténik az enzimreakcio soran. Ekkor ugyanis a kdlcsdnhatas
révén nem egyszerien meghajlik a DNS, amint pl. egyes nukleazreakcioknal
torténik, hanem a felismerd szekvencidban lév6, metildlando citozin teljes
egészében kifordul a kettésspiral-szerkezetb6l, mélyen behatolva az enzim
»Zseb“-ébe, mikdzben az enzim katalitikus centrumat tartalmazé IV. motivum
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kozel 180°-kal elfordulva hozza egymas kdzelébe az aktiv ciszteint és a citozint.
Ekdzben a citozin helyébe ideiglenesen behatol egy glutamin és egy szerin
oldallanc az enzimmolekuldb6l. A DNS-szerkezetnek ez az extrém torzulésa,
egy bazis teljes kifordulasa, teljesen Uj jelenség, ami meglep6 modon meég
energiat sem igényel. Roberts egy elméleti cikkében megjosolta, hogy valoszi-
nlen mas enzimekr6l is ki fog deriilni, hogy hasonlé médon mikdédnek. Ez a
predikcid fényesen beigazolodott, az elmult hétenjelent meg a Natureben az a
kozlemény, amely az uracil-DNS-glikozilaz enzimrél mutatja ki, hogy hason-
l6an miikodik, aDNS-szerkezetben a hibatjelent6 uraciljelenlétét felismerve
kot6dik, és a kotédés soran az uracil kifordul a lanchél, mig az enzim két ami-
nosava behatol a helyére. A kifordult bazist azutan lehasitja az enzim. Erdekes,
hogy mig a Hhal metildzban az enzim a DNS nagy arka fel6l tAmad, addig az
uracil-DNS-glikozilazban ugyanez a mechanizmus a kis arokbol tamadé
enzim segitségével valdsul meg.

Sokat foglalkoztunk mi is és masok is azzal a problémaval, hogy mik azok a
strukturalis tényez6k, amelyek ezen enzimek igen nagyfokl szekvenciaspeci-
fitdsat determindljak, és hogyan lehet ezt irdnyitott médon megvaltoztatni,
azaz Uj specifitast enzimeket mesterségesen el&allitani.

El6szoér is érdemes kvantitativan jellemezni, hogy mitjelent a specifitas. A
nukledzok esetében egy hat bazisparbdél allo felismer6hely egyetlen bazisparja-
nak megvaltoztatdsa az enzim hasitasi sebességét legalabb egymillidszorosan
csokkenti, de egyes esetekben ez atényezd akar 10'is lehet. A metilazok eseté-
ben ilyen pontos kvantitativ adatok nem &llnak rendelkezése, de a specifitas
biztosan itt is igen nagyfokd.

A fentiekben nagyon vazlatosan ismertetett térszerkezeti kép alapjan arra a
kovetkeztetésre lehetjutni, hogy az enzimspecifitds megvaltoztatasdhoz avaria-
bilis TRD régio és esetleg a IX. motivum megvaltoztatasa sziikséges. Noha ezt
biztosan csak két éve tudjuk, marjoval régebben ebbdl a hipotézisbél kiindulva
prébaltunk, mi is és mas csoportok is, mutagenezissel, illet6leg chimaera enzi-
mek létrehozasaval, a TRD régi6 vagy annak egyes szakaszainak athelyezésével
0j specifitast enzimeket létrehozni. A multispecifikus metilazoknal Trautner és
munkatarsai sikeresek voltak. Ezeknél az enzimeknél - feltehetéen a rugal-
masabb térszerkezetnek koszonhetéen - a TRD région belil az egyes
specifitasokat determinal6jd i definialt felismer6 szakaszok szinte tetszés szerint
helyezhet6k at, tavolithatok el funkciojuk meg6rzésével, illetve a tobbi
specifitasi determinansok érintetleniil hagyasaval. igy 0j specifitdiskombinaciok
létrehozasa megoldottnak tekinthet6. Nem igy van ez a monospecifitasi enzi-
meknél, ahol sok éves probalkozasaink iranyitott mutagenezissel, meghataro-
zott szakaszok atultetésével, illetve tervezett chimaerék létrehozasaval mind
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sikertelennek bizonyultak. Els6 izben Roberts laboratériumaban sikerilt egy
megvaltozott specifitasi chimaera létrehozasa a Hhal és aHpall enzimek kozott
1991-ben. Ezek akisérletek is azt bizonyitjak, hogy a specifitdista TRD régio és a
IX motivum determinaljak. Mi az iranyitott, tervezett atalakitasi kisérletek
kudarca utan Gjabban megprobalkoztunk egy masik megkozelitéssel, amely a
véletlen mutagenezisen és szelekcién alapul. Ezzel az elmlt év sordn mar bizta-
to eredmények sziilettek. E kisérletek célja: a GGA/TCC specifitasi Sml
metilaz atalakitasa a lazabb specifitasu, azaz tébb DNS-szekvenciat modifikald
GGNCC felismerd hely(i Sau96l specifitdssa. Ebbdl a célbdl Kiss Antal, Pdsfai
Gyorgy és Zsurka Gabor beallitottak egy nagy hatékonysagu szelekciés maéd-
szert, véletlenszer(ien mutagenizaltak a Sinl metilazgén egy kivalasztott szaka-
szat, majd a mutagenizalt gént hordozo E. coli kiénok kozott szelektaltak a
Sau96l metilalo specifitds megjelenésére. Sikerilt is ilyen kionokat talalni, és
ezek vizsgalata meger@sitette, hogy valéban - ha csekély aktivitassal is, de - meg-
jelent az Gj specifitas, amutansok a Sinl specifitas teljes meg&rzése mellett képe-
sek voltak metilalni a GGGCC, illetve GGCCC szekvencidkat is. A mutdnsok
szekvenciajanak analizise azonban a varakozastol eltérd eredményeket adott, a
specifitast megvaltoztatd mutaciok nem a TRD régidban és nem is a EX moti-
vumban helyezkedtek el. Ez a munka természetesen nincs még lezarva, folytat-
juk atovabbi mutansok keresését és vizsgalatat.

Mindezen eredmények azt latszanak igazolni - 6sszhangban mas kisérleti
rendszereken nyert fehéije-engineering-tapasztalatokkal -, hogy az enzim-
specifitas - egyes kivételes esetektl eltekintve, mint példaul a multispecifikus
metilazok - meg akkor is, ha Iényegében az enzim egy révid,jél definiélt régio-
javal van determindlva, azaz a DNS megfeleld szekvenciajaval csak ez a régi6 all
kozvetlen kapcsolatban, ltalaban sz&mos egyéb kélcsdnhatas altal van befolya-
solva. Ez aztjelenti tehat, hogy vagy mas helyeken térténé mutaciokkal is meg-
valtoztathato, vagy hidba cseréljik ki a determinalo elemet, ez csak akkor vezet
specifitasvaltozashoz, ha masutt is végrehajtunk valtozasokat.

Mas szavakkal: hiaba all rendelkezésilinkre a csodalatos manipulacios esz-
koztar, az evolicio hatékonysagaval nem tudunk egyel6re versenyezni. Persze
azért megpréobaljuk. Remélem, amikor valamelyik munkatarsam fog itt allni,
székfoglalot tartani, 6 mar toébb sikerrél szamolhat be ebben aversenyben. En
ugyan nem hiszem, hogy - egy nagy siker( kényv cimével sz6lva- amolekula-
ris bioldgus istentjatszik, amikor ebben aversenyben részt vesz, de ilyen nagy
szavak hasznéalata nélkil is izgalmas akihivas, elég ahhoz, hogy feladatot adjon
szamunkra ajévében is.

El6adasom végére érvén bocsassak meg, ha ismét magamat idézem. Levele-
z0 tagi székfoglalom végén azt mondtam, hogy az ott elmondottak azt illuszt-
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raljak, hogy egy tisztan alapkutatasi probléma hogyan vezethet gyakorlati fon-
tossagu, alkalmazott eredményekhez. Az imént ismertetett munkaval a fordi-
tott utatjartuk be: egy gyakolati-technikai sziikséglet, amit részben a hazai sze-
génység tett igazan sziikségletté, inditott el egy olyan kutatasi irdnyt, amelyben
talan fontos alapkutatési, elméleti eredményeket sikerilt elérniink.

Mintabevezetésben emlitettem, az itt elhangzottak igen sok kutaté munka-
jat foglaljak 6ssze. Befejezésiil halas kdszonetét szeretnék mondani mindazok-
nak, akik az elmult kdzel negyedszazadban ezen a téman dolgoztak az SZBK
Biokémiai Intéztében az én munkacsoportomban, illetve az utébbi években
mar elsésorban Kiss Antal iranyitasa alatt; tovabba mindazoknak, akikkel e
munka egyes szakaszaiban egyutttmdkddtink. A legfontosabb, legmelegebb
kdszdnet és hala szavai azonban azt az embert illetik, aki mar nincs kézéttink.
Levelez6 tagi székfoglalomon még itt ilt az els6 sorban szeretett mesterem,
Straub F. Brind. Akkor csak maganlevélben mondtam neki készénetét, mert
ugy éreztem, nyilvanosan ez hizelgésnek hatna, amit sosem szeretett. Most
azonban - fajdalom - mar nyugodtan kimondhatom, hogy mindazt, amit a
palydmon elértem, els6soban neki kdszénhetem, ezt az el6adast az 6 emléke-
nek ajanlom.
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