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Richard J. Roberts, born in 1943 in Derby, England. obtuined his Ph.D. in organic chemistry
at Sheffield University in 1968. Following a postdoctoral stay wiih J. L. Strominger at Harvard
University, he worked at Cold Spring Harbor Laboratory from 1972 1o 1992, where he advan-
ced 10 be Assistant Director of Research. He is currently Director of Eukaryotic Research at
New England Biolabs in Beverly, Massachusetts. In addition to intensive studies on the type-I1
restriction enzymes, his research has focused on Adenovirus-2. In recent years his work has
centered around DNA methyltransferases. He was one of the pioneers in the development of

computer-aided sequence analysis for proteins and nucleic acids.

An Amazing Distortion in DNA Induced by a Methyltransferase
(Nobel Lecture)

Richard J. Roberts

Much of my work in biology has been driven by my early
training in chemistry. In the study of a new chemical compound.
the first and most important thing is 10 determine its detailed
molecular structure. For a molecular biologist that usually
means determining some DNA sequence. since an accurate
knowledge of sequence will then allow the proper design of
experiments to examine function. [ was first exposed to the idea
of macromolecular sequences while I was a postdoctoral fellow
with Jack Strominger at Harvard. During that time I briefly
visited Fred Sanger’s laboratory in Cambridge. England. to
learn the methodology of RNA fingerprinting und sequencing.

Shortly before moving to Cold Spring Harbor Laboratory. |
learned of restriction enzymes from a lecture by Dan Nathans
and hmmediately decided that here was the kev to DNA se-
quencing. The idea was that by mapping restriction sites and
sequencing small fragments. longer gene-sized sequences could
be put together. My laboratory set out to isolate and character-
ize as many restriction enzymes as possible.l'] We began 1o use
these enzymes to map Adenovirus-2 DNAY! and to identify
small fragments that might be worth sequencing. One such frag-
ment would contain the 3-end of an Adenovirus-2 mRNA and
the eukaryotic promoter that controlled its expression. It was
the hunt for this promoter-containing fragment that led to our
discovery of split genes and RNA splicing.* "¢ By this time.
Fred Sanger and Walter Gilbert had developed DNA sequenc-
ing methods. and we focused our attention on the sequence
requirements for RNA splicing. Joe Sambrook. Walter Keller.
und others cloned the tripartite leader that was present on Ade-
novirus-2 late mRNAs. and Sayeeda Zain determined its se-
quence.!”? Soon we undertook the complete sequencing of the
Adenovirus-2 genome. which was eventually finished as a col-
laborative effort with UIf Pettersson’s luboratory.!®!

We realized early on that computational help would be essen-
tial for the sequencing project. and we developed many programs
for assembling and analyzing DNA sequences.!® ™% During this
time we and others began to clone and sequence the genes for
restriction enzymes and their companion methyvitransferases
(MTases).' 1% Qur initial naive assumption was that in any
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given restriction-modification system there would be a common
regicn in the protein sequence of the restriction enzyme and the
MTase that would pinpoint the region responsible for DNA se-
Guence recognition, This was based on the fact that both enzymes
had to recognize exactly the same DNA sequence. Once this
common protein sequence had been recognized. we thought it
likely that in vitro manipulation would allow us to change the
DNA sequence recognized and so create new restriction en-
zymzs by protein engineering. This proved hopelessly naive. Not
only was there no similarity between the sequences for restric-
tion enzyme and MTase genes. there was also no similarity be-
tween the genes for different restriction enzymes. There was.
however. considerable sequence similarity among the genes for
MTases. which was especially strong for the enzymes forming
S-methyleytosine. This observation has shaped the last few vears
of my research efforts and has led to our latest discovery. which
is the topic of this lecture.

Methylation of adenine and cyvtosine residues is commonly
found in prokaryotes. and cytosine methylation is widespread in
eukaryotes. In bacteria. DNA methylation serves as a compo-
nent of restriction -modification systems'! "} and also as part of
mismatch repair systems.' 8 In higher eukaryotes. methylation
of cytosine residues appears to be essentiall’® and is invelved in
the control of gene expression. developmental regulation. ge-
nomic imprinting. and X-chromosome inactivation.!?%!

There are three kinds of methylation that bacteria use 1o
protect their DN A against the action of restriction enzymes: at
the 3- (m3C) and N4-positions of cyvtosine (m4C). and at the
Né6-position of adenine (m6A). To date. 30 different m3C-MTase
genes have been sequenced.!?'? When we first began comparing
the sequences of these genes in 1987. the available computer sofi-
ware was unable 1o provide good alignments of many of these
sequences because the similarity between them was limited to
short patches. which we now call motifs. that were separated by
quite dissimilar regions. The similarity could be detected by eyve.
however. Janos Postai in my laboratory began developing al-
gorithms that could find these small patches of similarity among
proteins.!**1 The program searched foY the presence of small
triplet patterns (Fig. 1) und then combined them into motifs that
represented well-conserved regions within each of the set of
proteins being aligned. These mutifs ‘then anchored the inital
alignment. By reducing the stringency of the triplet search and
limiting it 1o the regions between the main motifs, weaker motif's
could be found. which enabled a more complete alignment.
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Fig. 1. A) Examples of the triplet patterns used to align multiple sequences. Each
pattern contains three specific amino acids each at a set position X: any amino acid
is allowed at positions _ . The simplest pattern (iop) consists of all possible simple
tripeptides (20 x 20 x 20 = 8000 combinations). All sequences are searched for each
of these patterns (224000 total for 10 amino acids) and their frequencies recorded.
B) Examples of common patterns found in the m5C-MTases.

Finally gapscould be introduced to complete the alignment. We
have since refined these programs and included a user interface
with graphic output that enables the overall architecture of a
eroup of proteins to be visualized. The relationships among the
m35C-MTases is illustrated schematically in Figure 2. There are
six regions of strong similarity and four more regions of lesser
similarity that can be used to anchor the alignments between
these sequences. Connecting these motifs are regions that vary
in length and sequence. Similar analyses of the m5C-MTase
have been reported by others.[?3!
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Fig. 2. Schematic representation of the alignment of twelve representative m3C-
MTases. The six wetl-conserved motifs that anchored the original alignment are
shown in color (light red: motif 1. F-G-G: yellow: motif IV, PC: green: motiv VI,
ENV: light blue: motif VIII, Q-R-R: dark red: motif IX, RE; dark blue: motif X,
GN). The open boxes represent the four weakly conserved motifs. The organisms
from which these enzymes were obtained are listed on the left.

Among the six well-conserved motifs, two could be assigned
functional significance. Motif 1V, which is shown in block form
in Figure 3a, contains a cysteine residue that was postulated by
Santi and Danenberg to be a key catalytic residue.!**! They had
proposed (Fig. 3b) that an initial step in the reaction involved
the formation of a covalent complex between this cysteine
residue in the MTase and the 6-position of cytosine in a Michael
reaction. This activates the 5-position of cytosine and permits
transfer of the methyl group from the cofactor S-adenosyl-
methionine (AdoMet). Much biochemical evidence wus available
to support this mechanisim, including the important observation
that 5-fluorocytosine was a mechanism-based inhibitor.1?*! Lat-
er work has enabled the isolation of the covalent intermedi-
ate 26725 and the cysteine within motif 1V has been shown
directly 10 be the site of covalent bond formation.!?®! Recent
experiments have shown that mutation of this cysteine residue
to glycine. serine, or other amino acids blocks MTase ac-
tion.129 731

Motif I could also be assigned a functional role. It contained
three highly conserved residues FGG (Fig. 4a). Importantly. it
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Fig. 3. a) Biock diagram showing the well-conserved motif iV (PC). Residues con-
served among all m3C-MTase sequences are strongly highlighted in yellow. and
those that show three or fewer variants are lightly shaded. b) Schematic representa-
tion of the reaction pathway for the methylation of cytosine.
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Fig. 4. ) Block diagram showing the well-conserved moutf HHFGG). Residues con-
erved among ull m3C-MTase sequences are strongly highlighted i red. and those
that show three or fewer variants are lightly shaded. by Consensus seguences for
motit | and its relatives in ather MTases (based on rel. [32}).

shows distinct similarities to motifs found in other MTases
(Fig. 4b). It can be scen that all three classes of DNA MTases.
m3C-. miC-. and m6A-MTases as well as protein and RNA
M Tases contain a related mouif. The commen functional feature
is that each MTuse uses AdoMet as the methy: donor. and so
motif [ was suggested to be involved in binding to the cofac-
torid2 331

We were interested in trying to define the region within the
m3C-MTases that was responsible for sequence-specific recog-
nition of the DNA substrate. Because the shared function of this
group of MTases was the chemistry of the reaction. we argued
that each of the common regions. exemplified by motifs | and
IV. must be directly involved. either by interacting with the
cofactor or providing residues important for catalysis. Since the
precise DNA sequence recognized by each enzyme was different.
we expected that this recognition would be mediated by a region
that ditfered among the sequences. Only one region. the so-called
variable segment located between motifs VIII and [X. appeared
a reasonable candidate. Examination of these variable regions
shows that not only the amino acid sequence but also the lengths
of the segments vary considerably from MTase to MTase.

Although most of the known m5C-MTases are monospecific.
that is. they recognize a single sequence. some MTases are known
that recognize more than one specific sequence. These are the
so-called “multispecific” MTases that are encoded by several
Bucillus bacteriophages. These enzymes are single polypeptides
like the monospecific enzymes. but they have the unusual prop-
erty of methylating several quite different sequences. One ex-
ample is M.P3TL. which recognizes and methylates the se-
quences GGCC and GCNGC.B# This enzyme is included in
Figure 2, and there it can be seen that its variable region is
extraordinarily long. A series of elegant studies carried out in
Tom Trautner's laboratory has showed convincingly that single
mutations within the variable regions of M.®3T1 and other
multispecific MTases knock out the ability of the enzyme to
recognize one of the specific sequences. while still allowing the
others to be recognized.®* 3¢ In the case of the monospecific
MTuises, a comparable experiment was not possible. since muta-

tions that prevented DNA recognition would also block M Tase
activity. Saulius Klimasauskas 2and janise Nelson in my lubora-
tory undertook a series of experiments in which they swapped
domains between two of the monospecific MTases!* 1 We chose
M. Hpall (recognition sequence: CmCGG) and M. Hhal (recog-
nition sequence: GmCGC). because they both recognize tetranu-
cleotide sequences and because the base methylated is located at
an equivalent position within the recognition sequences. The
variable regions. with or witheut flanking sequences. were
swapped as illustrated in Figure 5. In several cases. active MTases
resulted. and comparison of the hybrids showed clearly that
sequence specificity fay entirely within the variable region. Sur-
prisingly. hybrids in which the variable region plus its adjacent
motif IX were transferred showed much higher methylation ac-
tivity than hybrids in which just the variable region had been
swapped.

Hybrid Structure Activity Specificity
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- +
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Fig. 5. Schematic representation of the hybrids P1-Pé and H1-H6 between
ML Hpall (PO} and M.Hpul (HO). The MTases were under the controf of an IPTG-
inducible promoter on a pBR222 derivative. Sequences derived from M. Hpall are
shown by open boxes: these from M. Hlal are shown by shaded boxes. The column
lubeled Activity shows the extent of protection of plasmid DNA in vivo, as mea-
sured by restriction enzyme cleavage in vitro. either before (—) or after IPTG
induction ( +) (— indicates no protection. +indicates weak protection. + <+ indi-
cates > 90°0 protection). The speciiicity of the hybrid methyl transferuse is shown
on the right.

In another series of experiments. Mi Sha swapped the variable
regions from M. Hpull and M. Mspl. These enzymes both recog-
nize the sequence CCGG. but M. Mspl transfers the methyl
group to the first cytosine residuc in the sequence.!*®! whereas
M. Hpall transfers the group to the second cytosine residue.!**!
The results of these experiments showed that the choice of base
to be methylated also depends upon the variable region.!*¢!

While we were pursuing our studies of the biochemistry and
molecular biology of MTases. it became apparent that a crystal
structure would be essential if we were to understand fully the
reaction mechanism. Ashok Dubey in my lab began a collabora-
tion with Xiaodong Cheng, who was working in Jim Pflugrath’s
laboratory at Cold Spring Harbor. They purified and attempted
to crystallize M. Mspl. which we had studied extensively 17431
Later they tried to crystallize M.Hpall. on which we had also
worked.**! In both cascs. the efforts were unsuccessful. How-



ever. the third attempt with M. Hhal was quite successtul. This
enzyme forms part of the Hhal restriction system from Huemo-
philus haemolyticus. which had been discovered in my laborato-
rv.*31 It is one of the smallest of the m3C-MTases. containing
327 amino acids (M, = 37 kDa). Its gene has been cloned and
sequenced.*1and the protein was overexpressed in E. coli!37- 462
and subjected to detailed kinetic studies.!1**! Sanjay Kumar puri-
fied the enzyme. and in December 1991 it crystallized readily—a
wonderful Christmas present! Within eleven months Xiaodong
Cheng had a structure for the binary complex between M. Hhal
and AdoMet at 2.5 A resolution.!*!

The structure was most revealing (Fig. 6): it was composed of
a large domain and a small domain forming a cleft that appeared
ideal for accomodating a DNA helix. Mouf I (FGG) was con-

Fig. 6. The structure of M.Hhal in a binary complex with its cofactor AdoMet. The
motifs are colored as in Figure 2. The cofuctor. AdoMet. is shown in white as a
space-lilling model.

firmed to be involved in AdoMet binding, while another of the
conserved motifs. X (GN). was also implicated in AdoMet bind-
ing. Motif IV (PC) was positioned close to the AdoMet-binding
site on the same side of the cleft. Motif VIII (QRR) lay at the
base of the cleft. where one could imagine that, the positively
charged residues of the motif could play a role in;binding to the
phosphodiester backbone of the DNA helix. Conserved motif
IX (RE) threaded its way through the small domain. which
otherwise consisted of almost the entire variable region. Motif
IX appeared to form a backbone responsible for bracing the
structure of the small domain. Finallv. conserved motif VI
(ENV) was clearly involved in correctly positioning motif IV.

The structure provided a clear explanation for our earlier

observauon that domain swaps that included both motif IX and
the variable region gave more active MTases than those involv-
ing just the variable region.*7** Although motif I1X is quite
highly conserved among the MTases. there are differences from
one MTase to another. and these could be expected to influence

the ability of a heterologous motif IX to brace the structure of
the small domain.

Soon after we obtained crystals of the binary complex between
M.Hhal and AdoMet. we set about trying to obtain cocrystals
that would also include DNA. Two kinds of complexes were
envisioned. One would contain M.Hhal together with native
DNA and S-adenosylhomocystcine (AdoHcy). while another
would contain M. Hhal with AdoMet and a DNA duplex substi-
tuted with 3-fluorocytosine at the target. The latter would be
expected to form a covalent intermediate in which the methyl
group had transferred to the 3-position of cytosine. but release

Fig. 7. The structure of M.Hhal in a ternary complex with a substrate duplex
DNA -oligonucleotide and the end product of the reaction. AdoHcy. The miotifs
are colored as in Figure 2. AdoHcy is white. the DNA bases are orange. the deoxyri-
bose is pink. and the phosphates are green. a) View from the side of the DN A axis.
b) View looking down the DNA axis.



of the DNA from the covalent complex with the protein would
be inhibited by the presence of the fluorine atom. which is a poor
leaving group. Such a complex could almost be viewed as a
model of the transition state in DNA methylation.

Saulius Klimasauskas jointed the project for the cocrystalliza-
tion. and we were fortunate in obtaining good crystals fairly
readily with both native DNA and DNA containing 5-fluoro-
cvtosine. Xiaodong Cheng, who now has his own laboratory at
Cold Spring Harbor. has solved the cocrystal structure at 2.8 A
resolution (Fig. 7).1*) We had expected to find that the DNA
helix would be distorted in some way to allow the chemical reac-
tion to take place. because the chemistry requires that the cysteine
residue must approach the cytosine in a direction perpendicular
to the plane of the ring. We imagined at most some extreme
bending of the DNA. Unexpectedly. the distortion is much
greater than a bend and much more elegant. The target cytosine
flips right out of the axis of the DNA helix and into a pocket in
the enzyme that contains the catalytically important cysteine
residue. The rest of the helix is relatively undistorted. Another
large conformational shift has taken place in the active site loop
which encompasses motif I'V. The entire 20-residue loop rotates
through almost 180° from its original position to bring the cat-
alytically active cysteine into contact with the target cvtosine
(Fig. 8).

The position in the DNA helix that was occupied by the target
cytosine is now filled by two residues. One is a glutamine residue
from the small domain, and the other is a serine residue from the
active site loop. Surprisingly, neither of these residues is con-
served among other m5C-MTases, which suggests that many
residues could assist in opening a helix in this manner. As can be
seen from Figure 7, the interaction between M.H/hal and DNA
can be thought of as the enzyme embracing the DNA with two
arms that penetrate the helix during the embrace and assisting
in the extrusion of the target cytosine.

Fig. 8. Composite of the M.Hhal structures with and without DNA showing the
conformational changes that take place upon binding to DNA (colors as in Fig. 7).
The active site loop (yellow) is shown as a solid line 10 indicate its position in the
ternary complex structure (with DNA) and as a triple-stranded ribbon in the binary
complex structure (no DNA).

The sequence-specific interactions between M.Hhal and its
substrate mainly involve two distinct loops (the sequence recog-
nition loops) from the small domain. One loop is responsible for
interactions with the orphan guanosine that is left after the
cytosine has flipped and makes specific contacts with the adja-
cent bases on the same strand. It also provides the glutamine
residue that fills the hole left after the target cytosine is flipped.
The second recognition loop interacts predominantly with the

Fig. 9. Views of the DNAin the ternary complex (Fig. 7) with the protein omitted.
The bases are yellow, the deoxyribose ring is pink. and the phosphates are green.
a) View from the side of the heliv anis. b) View looking down the helix anis.
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strand containing the target cytosine. However. the interactions
in the covalent complex should be viewed as an end point of a
more complicated interaction. They may not be an accurate
reflection of the initial events that led to recognition. More
information on these initial events may be provided by studies
of mutant proteins or DNA analogues that can form complexes

* without flipping the target cytosine. It should be noted that
none of the well-characterized DNA binding motifs!*®! appear
to play a role in this system.

Previous studies of DNA-protein interactions have shown
quite dramatic distortions induced in DNA by proteins. but
usually these huve involved bends or kinks: one of the most
dramatic was the flattening and bending of DNA induced by the
TATA-box binding protein.*!- #! There have been no previous
examples of proteins interacting with DNA and causing a base to
flip out of the helix. Since the DNA bases lie buried in the inside
of the helix in normal DNA. the mechanism presented here pro-
vides an elegant means by which complete access to the base
becomes possible. We anticipate that other proteins performing
chemistry on DNA bases also use this mechanism. Obvious can-
didates would be the MTases that form N®-methyladenine or
N*-methyleytosine. Some of the enzymes. such as DNA glycosyl-
ases. that repair DNA damage might also flip the damaged base
out of the helix prior to its excision. Many proteins that interact
with DNA nced to open up the helix. Some examples are topoiso-
merases. helicases, DNA polyvmerases and or their auxiliary
proteins that operate at replication origins. RNA polymerases,
and recombination enzymes. In the structure shown in Figure 9
the phosphodiester bonds adjacent to the target cytosine are
distorted from their positions in normal B DNA. and one
might imagine that the continued unzipping of the helix would
be casy.

Surprisingly. the interaction between M.Hhal and DNA re-
quires no external energy source. Conformational rearrange-
ments within the protein combined with specific interactions
between protein and DNA likelv provide the energy to open the
helix. The energy is then stored for use during the return of the
target cytosine. It would be surprising if this mechanism is not
used elsewhere. Split genes were discovered unexpectedly but
proved to be easily found once we knew they were there.
This mechanism of flipping a base out of the DNA helix might
also prove to be of widespread importance as a first step in
opening up a DNA helix. We should lose no time in exploring the
possibility.

I am most grateful 1o all of my colleagues who have worked so
hard in my lahoratory 1o ensure our success. None of this would
have been possible without their input. In addition to those men-
tioned explicitly in the text I thank Phyilis Myers, Kathy O’Neill,
Margaret Walluce, Louise D’Allessandro. Jodie Frever, Carol
Marcincuk, Dana Macelis, and Ching Lin, whose dedication has
been especially important in making my life easier. I thank Jim
Watson for persuading me to go 1o Cold Spring Harbor Laborato-
ry and for many stimulating conversations. Among many col-
leagues, Ashok Bhagwat, Mike Botchan, Don Comb, Greg
Frever, Rich Gelinas, Tom Gingeras, David Helfiman, Winship
Herr, Adrian Krainer, St Linn, and Ira Schildkraut have been
good friends and valuable sources of criticism and udvice. I thank
the National Institutes of Health and the National Science Foun-
dation for much support over the years. Finally, [ am indebred to

mv wife, Jean, and my children, Alison, Andrew, Christopher. and
Amanda. vwho have heen supportive and understanding of my
addiction to science.
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Mitokondrialis enzimek szervezddésének funkcionalis
kovetkezményei

- Siimegi Balazs,
Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Biokémiai Intézet

A mitokondrium belsémembranja altal koriilhatarolt térben rendkiviil spe-
cialis koriilmények uralkodnak, a fehérjekoncentraci6 kozel van a 0.5
gramn/ml-hez, ami a fehérje-kristdlyban 1évé fehérje koncentraciét kozeliti
meg. Tovabba a  membran-sliriség olyan nagy  példaul a
szivmitokondriumokban, hogy a lipid kettGsrétegek kozott harom atlagos méretii
fehérjemolekula fér csak el [1,2]. Ilyen extrém koriilmények kozott értehets,
hogy a fehérje molekuldk kézott meglévé hig vizes oldatban gyengének tind
kélcsonhatiasok szerepe megndvekedhet, és fontos szerepet tolthetnek be a
funkcionalis kapcsolatban 1€v§ mitokondrialis enzimek szupramolekuléris szer-
vezbdésében.

Enzim-enzim interakciék in vitro vizsgalata. A nyolcvanas években
egyre nagyobb szamban jelentek meg adatok arra, hogy szdmos konszekutiv re-
akciot katalizalé enzim kozott fizikailag kélesénhatas is van [3-9]. fgy bizonyi-
tékok vannak szamos citratkoéri enzim kolcsonhatasara, illetve a zsirsav §-oxi-
daci6 utolsé enzimje (B-ketotiolaz) és citrat-szintdz, valamint a glikolizist a
citratkorrel 6sszekdtd piruvat dehidrogenaz komplex €s a citrat szintdz kozotti
interakciokra [3-13]. Szamos laboratorium vizsgalta tovabba az aminosav
anyagcsere enzimjei, illetve ezen enzimeknek a citratkdr egyes enzimjeivel tor-
ténd kolcsdnhatasait [3-4].

A fenti vizsgalatok azt mutattak, hogy in vitro kériilmények kozott specifi-
kus interakciok mutathatok ki szamos funkcionalis kapcsolatban 1évé enzim
kozott, és jelezték, hogy ezeknek a kolcsonhatasoknak szerepe lehet a sejten
beliili kompartmentalizaciéban. Azonban szamos esetben a kdlcsdnhatasok csak
alacsony ionerGsségnél, vagy polietilénglikol jelenlétében voltak jo6l kimutatha-
tok, ami megkérddjelezte a vizsgalt kolcsonhatasok in vivo jelent6ségét. Ezért
igen fontos olyan vizsgalati rendszert kifejleszteni, amelyben a fiziologias koriil-
ményekhez jobban kozelit koriilmények kozott vizsgalhatjuk az interakciokat.

Mitrixenzim-bels6membrin interakciék. Szamos laboratorium vizsgalta
a mitokondrialis matrix enzimek és a belsémembran belsé fele kozti kolcsonha-
tast. Kideriilt, hogy a citratkori enzimek egy része direkt, vagy indirekt [14-17]
modon kotédik a belsé membranhoz. Sikeriilt kimutatni, hogy az els6 respiracios
komplex (komplex I, NADH dehidrogenaz, vagy NADH:ubikinon oxido-
reduktaz) k6t szamos mitokondridlis dehidrogenazt, melynek szerepe lehet a
mitokondridlis anyagcsere-folyamatokban keletkezett NADH reoxidalasaban.
Tovabba egy esetben sikeriilt homogenitésig tisztitani olyan mitokondrilis
membranfehérjét, amely specifikusan kototte a  3-hidroxiacil-CoA dehidroge-
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nazt [18]. A fenti vizsgélatok jelezték, hogy a mitokondrialis anyagcsereutak
enzimjei a mitokondrium belsdmembran fehérje komponenseire épiilve szer-
vez6dnek supramolekularis komplexekké.

In situ vizsgalatok. A mitokondridlis interakcié vizsgalatira igen jonak
bizonyult a  "metabolon”-nak  is nevezett specidlisan permeabilizalt
mitokondrium [19]. Ebben a membranjanak egy részét8l megfosztott
mitokondriumban a citratkori és a zsirsav -oxidaciés enzimek stabilan k6t6d-
tek egymashoz, illetve a mitokondrium megmaradt membranjadhoz annak elle-
nére, hogy a naluknal nagyobb fehérjék, pl. specifikus antitestek be tudtak jutni
a permeabilizalt mitokondrium belsejébe és gatolni tudtdk a fenti enzimeket.
Ilyen modon kimutathaté volt a fenti enzimek szupramolekuléris szervezddése a
mitokondriumban, és lehet6ség nyilt olyan kinetikai vizsgalatokra, melyekben
egy anyagcsere-folyamat részét vagy egészét vizsgaltuk jol kontrollalt koriilmé-
nyek kéz6tt az adott enzimek fiziologids kornyezetében. Ezek a vizsgalatok
jelezték, hogy a citratkéri és a zsirsav B-oxidacié enzimjeinek organizécidja S00-
1000% kinetikai el6nyt jelent a nem organizalt enzimrendszerekhez képest [10].
Hasonloképpen a fenti tanulmanyok igazoltak, hogy a mitokondrialis NAD™
fliggé dehidrogendzok (malat dehidrogendz, o-ketoglutardt dehidrogenaz,
izocitrat dehidrogenaz és (-hidroxiketoacil-CoA dehidrogenaz) egy fontos része
direkt- vagy indirekt médon kapcsolodik az elsé respirdcios komplexhez, a
NADH:ubikinon oxidoreduktazhoz. Tovabba a fenti interakciok koévetkeztében
szubsztrat (NAD' - NADH) "channeling” t6rténik a fenti enzimek és a komplex
I kozott, amelynek a zsirsav B-oxidécid €s a citratkdr, illetve a respiraciss lanc
funkcionalis Gsszekapcsoldsaban lehet fontos szerepe.

Elesztd mutansok funkcionalis vizsgalata. A citratkori éleszt6 muténsok
vizsgalata - melyekben pont vagy delécios mutacié kdvetkeztében az adott en-
zimfehérje nem szintetizalodik, vagy rendkiviil gyorsan lebomlik - ért€kes infor-
méaciokat adhat a mitokondridlis enzimek szervezédésére. Amennyiben a
citratkéri enzimek olyan szupramolekularis komplexet adnak, mint amilyeneket
in vitro és in situ adataink jeleznek, akkor egy citratkéri enzim fizikai hidnya
megbonthatja ezt a szervez6dést. A szervezddés ilyen megbomlasa negativan be-
folyasolhatja azokat a mitokondrialis részfolyamatokat is, amelyekben az adott
enzim katalitikusan nem vesz részt. fgy feltételezhets, hogy az a-ketoglutarat
dehidrogenaz gén diszrupcidjaval keletkezett €lesztd mutansban a malatbol és
13C.jelélt acetatbél torténd glutamat szintézis nem sérillt, mivel az a-
ketoglutarat dehidrogenaz enzimnek nincs direkt szerepe a glutamat szintézis-
ben. Azonban a 13C-NMR-es vizsgalataink azt mutattak, hogy a fenti mutdns
egy nagysagrenddel lassabban volt képes szintetizalni a glutaméatot, mint a szul§
torzs [20]. A fenti megfigyelésre nem talaltunk semmilyen metabolikus magya-
razatot, ezért arra kovetkeztettiink, hogy az a-ketoglutarat dehidrogenaz komp-
lex hidnya a citratkori enzimek organizaci6jat zavarja meg, és igy csokkenti a
citratkér aktivitasat. Azaz in vivo koriilmények kozott is megfigyelhet§ az enzi-
mek szupramolekularis szervez8désének katalitikus jelentGsége.
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Hasonlo kisérleteket végeztiink mas citratkéri mutans enzimekkel is, és
ezek az adatok mind a fenti konkluziot tamasztottak ald. Azaz a citratkori enzim
fehérje eltlinése megbontja a citratkori enzimek szervezddését, €s igy befolyasol
olyan folyamatokat is, melyekben 6nmaga az adott enzim nem vesz részt. Tehat
a fenti géndiszrupcidknak van egy olyan pleiotropikus hatasa, amely a gén ¢és az
altala kédolt enzim ismert tulajdonsagaib6l kzvetleniil nem levezethets.

Mondhatnank, ha a fenti elképzelés igaz, akkor példaul a citrat szintaz hia-
nyos éleszt6 mutansban térténd katalitikusan inaktiv, de normalis struktarat adé
mutans gén visszahelyezésének fontos funkcionalis hatasai lennének. A fenti
inaktiv citrat szintdzt adé gén visszahelyezése ugyan nem befolyasolnd a
citratkori enzimek aktivitdsat, de a katalitikusan inaktiv, ugyanakkor normal
szerkezetl citrat szintdz helyredllitand a citratkori enzimek szupramolekularis
szervezOGdését, és igy indirekt javitana a mitokondrium funkciét. A fenti gén-
manipulaciok elvégzése ténylegesen kimutatta, hogy az inaktiv citrat szintaz gén
visszahelyezése jelentdsen javitotta a mitokondrium funkcidt alatdmasztva a fent
leirt elképzeléseket [21].

Molekularis orientiaciét megdrzé szubsztrat transfer Saccharomyces
cerevisiae-ben. A citratkdr szukcinil-CoA-t6l malatig tarté részében |1. abra]
aszimmetrikus molekulabol két szimmetrikus molekulan at ujbol egy aszimmet-
rikus molekula keletkezik.

/ citrat \

oxalacetat cisz-akonitat
on” N\
-0,6—CH—"CH;—CO; izocitrat
-0,6— CH—"CH—CO, l

a-ketoglutarat

‘OZC——-—CHT*CHTC”"COE
@)

‘OQC*CHg-*CHrg—*S-COA

1. dbra: Orientaciot meg6rzé szubsztrat transzfer a
- citratkorben.

*a 13C-al Jel6lt atom
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Ezért, ha megjeloljiik a szukcinil-CoA-t a C2-s pozicidban, akkor az ebbdl
képz6dé szimmetrikus intermedierek (szukcinat és fumarat) szabad rotacidjat
feltételezve megkiilonboztethetetlenné valik, vajon a jel6lés C3-ban, vagy C2-
ben tortént. Azaz a bel6likk képz6dott malatban a C2 és a C3 atom is egyenld
mértékben jelolt lesz, tovabba minden olyan intermedierben, amely malatbol
képz6dik. Mivel a fenti kismolekuldk rotaciés korrelacios ideje kb. 50
pikoszekundum, mig a fenti intermedier pool-ok meguajulasanak f€l életideje per-
ces tartomanyban van, igy a fenti elképzelés logikusnak tiinik. Tehét az aszim-
metrikusan jel6lt szukcinil-CoA-bdl szimmetrikusan jel6lt malat képzGdése var-
hato, hacsak nincs a mitokondrium belsejében olyan mértékii szérvezettség, ami
ezek legalabb részlegesen orientacidjukat megérz6 modon adodnak 4 a
konszekutiv reakcidkat katalizalo citratkori enzimek kozott. Tehat amennyiben
az orientaci6t megdrz8 szubsztrat 4tadast sikeriilne igazolni in vivo kérilme-
nyek kozott, ez igazolnad a mitokondrialis enzimek in vivo orgamzacmjat es en-
nek metabolikus _]elentoseget

Mmt az jol ismert, [4— C]glutamatbol [3- 13C]szukc1ml—CoA kepzodxk il-
letve [3-13C]propionatbél [2-13C]szukeinil-CoA, azaz a fenti anyagok oxidaci6-
janak vizsgalata a termékek 13C-NMR analizise bizonyitékokat adhat az orienta-
ciét megorz6 szubsztrat transzferre. A fenti vizsgalatokat A.D.Sherry-vel (UT-
Dallas) és P.A.Srere-vel (VA. Med. Center Dallas) végeztiik el és egyértelmii bi-
zonyitékokat kaptunk arra, hogy aktivan respirald éleszt6ben az intermedierek
jelentds része a fenti orientaciot megorz6 transzferrel adodik 4t a citratkéri enzi-
mek kozott in vivo [22-23]. Tovabbi szubsztratok felhasznalasaval is igazoltuk a
fenti megfigyelés helytallé voltat. Erre azért volt sziikség, hogy kizarjuk az
olyan kritikakat, hogy egy-egy szubsztrat esetében egy eddig nem ismert mas
anyagcsereut alakitja at igy a molekuldt. Mivel a fenti Jelensegeket glutamat
acetat és propionat oxidacidja vizsgalatdval is megerGsitettiik, igy kizarhato,
hogy minden esetben 0 anyagcsere Gt eredményezte az aszimmetrikus jelolést
malatban és a beldle szarmaz6 intermedierekben.

Molekularis orientaciot megorzo szubsztrat transfer emlGsokben. Az
€leszté sejteken megfigyelt orientaciét megorz6 szubsztrat transzfer igen nagy
mértékben hozzéjarult az €16 sejtekben torténd szupramolekularis szervez6dések
megismerésehez. Azonban fontos lenne igazolni azt, hogy a fenti Jelenseg emlds
sejten is létezik. Hasonlo kisérleti elrendezésben v1zsgaltuk [3-1 C]proplonat
oxidacidjat izolalt hepatocitakon, mint élesztd sejteken, €s hasonloképpen aszim-
metrikus jeldlést talaltunk a malatbol képz6dott intermedierben (aszpartat, alanin
és laktat), jelezve a két rendszer hasonlosagat. A fenti kisérletet megismételtiik
maj perfuziéos rendszeren, ahol szintén az orientaciét megorz6
szubsztrattranszferre nyertunk bizonyitékokat. A fenti vusgalatokat elvégeztiik
[1 2,3-13CJpropionaittal is, amelyben a 13C szén atomok egymas mellett vannak,
és igy szén-sz€n csatolés lép fel, ami igen érdekes isotopomer analizist tesz lehe-
t6vé 13C-NMR-rel. Jelentos mennylségu 13C atom keriil citratba, laktatba és
gliikozba, amely anyagok 13C-NMR spektrumanak analiziséb6l egyértelmiien
igazolhaté az orienticiot megdrz6 szubsztrat atadas, mind hepatocitidkon, mind
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intakt majszovetben a perfizio koriilményei kozott [24]. Tovabba kizarhato volt
a propionat direkt laktatta torténé 4talakulasa, amely zavarhatta volna az egy
atomon megjelolt pro%ionét oxidaciés adatok értelmezését.

Mivel jelentSs 13C jelolést talaltunk gliikozban, ami kizarélag méjban kép-
z3dik és kikeriil a keringésbe, ezért a fenti analizis elvégezhet6 €16 allatokon.
fgy lehetBség lenne a méjanyagesere pontos analizisére vérbdl szdrmazé minta-
kon abban az esetben, ha az éllatoknak [1,2,3-13C]propionét infziét adunk. A
glikoz 13C izotopomerjeinek analizise természetesen felvildgositist adna
mitokondrialis anyagcsere és a glilkoneogenézis rendellenességeire is. Hasonlo
analizist végeztiink patkanysziv perfuzidjaval is, amikor a fentiekhez hasonl6an
tudtuk igazolni a szivszovetben meglévd orientaciét megdrzd szubsztrat transz-

fert[24].

Mitokondrialis mutaciok  pleiotropikus  kivetkezmények. A
mitokondrialis éleszt6 mutdnsok vizsgédlata jelezte, hogy egy adott gén
diszrupci6ja lényegesen komplexebb problémat okoz, mint az varhaté lenne egy
adott enzimaktivitas kieséséb6l [21,25]. Ez a probléma nem csak akkor jelenik
meg, ha egy matrix enzim génjét szakitjuk meg, de akkor is ha a mitokondriélis
DNS (mtDNS) altal kodolt gének sériilnek - a mtDNS 13 polipeptid lancot ké-
dol, amelyek mindegyike valamelyik respiracios komplex komponense. A respi-
racios komplexek sériilése destabilizdlhat fontos anyagcsereutakban szerepet jat-
sz06 enzimet, illetve abnormalis strukturalis valtozasokat okozhat a
mitokondrium belsémembrannal hatérolt kompartmentjében [26], igy az adott
sejt miikédését nem csak a csokkent oxidativ kapacitas, de ezt egyéb anyagcse-
reutak abnormalitasa is nehezitheti. A fenti jelenség megfigyelhetd nem csak
éleszté6  mutansokon  [21-25], de  genetikusan  myopathidssa  és
cardiomyopathidssa tett patkdnyokon is [27], igy a fenti kélcsénhatasok szerepet
jatszhatnak a myopathidk és cardiomyopathidk patogenézisében.

A mtDNS igen sériilékeny, mivel a mitokondrium nem rendelkezik DNS
“repair” rendszerrel. Igy egyre nagyobb szdmban ismertek olyan kériilmények,
amelyek a mitokondrialis genom sériilését eredményezik: szdmos antiviralis
gyOgyszer, magas életkor, ischemia, diabétesz és szamos egyéb betegség
(Lasd. alabb Melegh B.). Ezért a mitokondrium anyagcsere-Gtjainak szervez6-
dése, és ezek kapcsolata a respirdcios komplexekkel nem csak az alapkutatds
szempontjabol érdekes teriilet, de mitokondriélis betegségek egyre novekvé kore
a fenti teriiletnek klinikai jelentséget is ad.
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A mitokondrialis DNS a human medicinaban

Melegh Béla
Pécsi Orvostudomanyi Egyetem, Gyermekgyogyaszati Klinika

A mitokondriumokat, mint 6nallé sejtorganellumokat 1890-ben irta
le Altmann, Benda 1898-ban nevezte el az Altmann altal leirt képleteket
mitokondriumoknak. 1925-ben Wartburg ¢és Negelen identifikalta az
"Atmungsferment"-et, a légz6enzimet, 1937-ben Krebs a citrat kor vala-
mennyi enzimatikus 1épését leirta. 1950-ben Lehninger a citrat kort és a
zsirsavak $-oxidacidjat a mitokondriumokba lokalizalta. 1958-ban McLean
felfedezte, hogy a mitokondriumok ©nallo fehérje szintézisre képesek.
1961-ben megsziletett Mitchell kemiozmotikus teéridja, 1963-ban Schatz
felfedezte a mitokondrialis DNS-t (mtDNS). 1981-ben Anderson Sangerrel
szekvenalta a mtDNS-t (1). 1987-ben Wilson a mtDNS polimorfizmusat
felhasznalva megalkotta az s Eva fogalmat (2). Ahogyan az lathat6, 90 év
telt el a mitokondriumok kutatdsdnak két mérfoldkove, az organellum fel-
fedezése és a mtDNS biologiai értelmezése kozott.

Miként a medicina szdmos egyéb teriletén is megfigyelhetjik, a
molekularis bioldgia médszereinek elterjedése hatalmas 16kést és egyben (j
irdnyvonalat is adott a mitokondriumok pathogenezisben bet6ltott szere-
pének megismerésében. Mindezt érzékeltetendd - bar 1962-ben irta le Luft
az els6 human megbetegedést (3), ami mitokondrialis eredetd volt - érthetd,
hogy az ezt kovetd években a klinikai mitokondrium kutatas is a klasszikus
biokémia modszereinek felhasznalasara szoritkozott, miutdn ebben az id§-
ben még nem 4allt rendelkezésre a DNS analizisének Iehetsége. Sorban ke-
riilltek leirdsra azon folyamatok defektusai, melyek a mitokondriumokba lo-
kalizalodnak. Miutan ebben az id6ben csupan a klasszikus biokémiai mod-
szerek alltak rendelkezésre, a korismézés is ezekkel tortént, mint pl. aktivi-
tas mérés.

Val6jaban, a mitokondriumok szerepének kutatdsa a human
pathogenezisben a 80-as évek utan vett hatalmas lendiiletet, amikor is a
mtDNS szekvencidja ismert lett, és a molekularis bioldgiai modszerek is
szélesebb kdrben terjedve valamint technikailag folyamatosan finomodva
alapot teremtettek a molekularis bioldgiai analizisre. Ertelemszerlien egy-
ben irdnyvonal- és szemléletvaltozas is bekovetkezett a klinikai
mitokondrium kutatidsban. Szamszer(i adattal érzékeltetve a mtDNS éves
citacidja (ISI) az elmult par évben ezres nagysagrendbe kertilt.



15

A mitokondridlis genom szerkezete

A mitokondriumok intaktsaga, a sokrétii metabolikus funkcidobodl
eredGen, elengedhetetlen a sejtek egészséges mitkodéséhez. Ez a
metabolikus sokrétség nem olcsé a sejtnek. Hozzavetdlegesen egy sejt 104
kiilonbozo tipust fehérjét tartalmaz, ebbdl 103 tipus a mitokondriumokra
lokalizalédik. Mas szavakkal: a sejt fehérjefajtainak 10 %-a a
mitokondriumokban van. E fehérjék nagyobbik héanyada nuklearis
kodoltsagu, kisebbik mitokondrialis DNS eredetd.

A mitokondriumok valoban egyediildlloak az emlds sejt-
organellumok kozott, mivel 6nallo genetikai informaciot tartalmaznak, sajat
DNS-sel rendelkeznek. A nuklearis genom 3x109 bazispar nagysagu
informaciokészletével szemben az egyetlen cirkularis mitokondrialis DNS
16 595 bazispér nagysaga (1).

1. sz. dbra. A mitokondrialis DNS sematikus szerkezete. A
sematikus abra az Anderson (1) altal els6ként kozolt
szekvenciara épiil, amit gyakran neveznek a leiras
helye alapjan "Cambridge sequence"-nek.
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A mitokondridalis DNS szerkezete, kodolasa

A mtDNS szemben a nuklearis genommal, rendkivil ekonémikus,
alig tartalmaz 4t nem ir6dé intronszekvencidkat (1. sz. abra). A cirkularis
mtDNS lancait szokas molekulasulyuk alapjan nehéz (H-chain) és konnyd
(L-chain) lancokra osztani, megegyezés szerint az abrazolasok soran utobbi
keriil beliilre. A kédol6 szekvenciak dontd tobbsége a nehéz lancon helyez-
kedik el.

A mDNS koédolja a kicsi (12S) és a nagy (16S) riboszomalis RNS-t,
valamint 22 transzfer RNS-t, melyek az intramitokondrialis fehérje-
szintézishez sziitkségesek. Kodolja a légzési lanc, ill. az oxidativ
foszforilacio 13 fehérjéjét.

A komplex I tobb, mint negyven peptidbdl épiil fel, ebbdl hét a
mtDNS-ben kodolt (a 2, 3, 4, 4L, 5, és 6-os alegység, NADH
dehidrogenazok). A komplex II négy nukledris kodolasi fehérjébdl, a
komplex 1II 11 polipeptidbél all, ebbdl egy, a mitokondrialis citokrém b
reduktdz mtDNS kodolasi. A komplex IV 13 fehérjelancbol épil fel, ha-
rom, a citokrom ¢ oxidaz I, II és IIIl mtDNS kédolast. A komplex V leg-
alabb 13 proteinlancbol all, kett, a mitokondridlis ATP-az 6-os és 8-as

alegységét, az mtDNS kodolja, a kett6 k6zott a génen rovid intron helyez-
kedik el.

A mitokondridlis DNS sajatossagai

Mig a szomatikus sejtekben a nuklearis genom standard szama
kromoszémaba tomoriilve talalhaté meg, a mtDNS szama sejtenként valto-
zékony Egy mitokondrium 5-20 cirkularis DNS-t tartalmaz, és egy sejt
szazas nagysagrendben tartalmaz mitokondriumot, igy a mtDNS sejtenkénti
képiaszama ezres nagysagrendben mozog. Mig a nukleéris genom mindkét
sziildegyedtdl kvazi egyenl§ ardnyban oOrokldik és oroklése koveti a
Mendeli szabalyokat, addig a mtDNS kizarélag maternalis eredet(i, a meg-
terméekenyitéskor a spermatocitdk nem tartalmaznak mtDNS-t. Bizonyos
kiilonbségek 1éteznek a genetikai szotar értelmezésében is (pl. a
mitokondridlis kromoszoman az UAG=triptofan, AGA és AGG stop kodon,
AUA=metionin).

A mitokondrialis DNS mutdcioi

Ahogyan mar emlitettiik, a mtDNS orokléstanilag anyai eredetd.
Osszességében, a mtDNS mutacidja bekovetkezhet szomatikus- és csira-
sejtben (oocytakban). El6bbi az adott egyedre nézve okoz vagy okozhat
betegséget, utobbi 6roklddik a kovetkezd generacid(k)ra és meghatirozza
egyben a fenotipust ill. a polimorfizmust avagy a betegségtiineteket is (4).
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Altalanossagban, a mtDNS mutciégyakorisdga nagysagrenddel
(legkevesebb 10x) nagyobb, mint a nuklearis genomé (4,5,6). Ezt magya-
razza a hisztonok védSburkdnak a hidnya, az oxidativ foszforilaci6é soran
képz3d6 szabad oxigén gy6kok nagyobb aranyu jelenléte, és a "repair" me-
chanizmusck hidnya (5). A mutacidk a mtDNS barmely szakaszén elofor-
dulhatnak, pontmutaciora nézve nincs prediszponalt vagy fokozottan €rin-
tett génszakasz.

A mutacidk a mtDNS-ben a normalis élet soran is akkumulal6dni
latszanak, az Oregedés soran az agyban, elsésorban a bazalis ganglionokban
és a corticalis régidkban halmozédnak (7,8).

A szovetek vulnerdbilitasa kiillonbozik egymdastol mtDNS
mutécideléfordulas tekintetében. Leggyakrabban érintett - csékkend gyako-
risagsorrendben - a kézponti idegrendszer (ezen beliil is a nagyagy), a ha-
rantcsikolt izomzat, a szivizom, a vérképz6 szervek, a vese €s ritkdn a méj
(5).

Amikor a mtDNS mutacidja megtorténik, az egészséges és a mutns
alakok egy sajatsagos polimorf keveréke jon Iétre a sejteken belil, amit
heteroplasmianak vagy szinonimaként pleioplazmianak nevez az irodalom.
Szomatikus sejtosztddas utan a lednysejtekben érdekes modon a mutans és
az egészséges alakok nem egészen random moédon oszlanak meg, az egy-
mast kovetd generaciokban egyre inkabb elkiilonilnek azok a sejtek, me-
lyekben csak, vagy dontd tobbségben mutans, és mas sejtek, melyekben
foleg egészséges alakok domindlnak. Utodbbit homoplasmia néven jelélik.
El lehet képzelni, amit egyébként a gyakorlati élet is bizonyit, hogy milyen
tarka képet képez sejtrl-sejtre a fennallo heteroplazmia és a vele egyditt
létez6 és folyamatosan alakuld homoplazmia. Az egyes sejtek egyedi saja-
tossagainak ereddje egytttesen hatdrozza meg az adott szdvettipus bioké-
miai arculatit (a szintetizalt fehérjék aktivitasat) és a kovetkezményes
funkciobeli sajatossagait. Tovabbmenve, miutan a heteroplasmia folyama-
tosan valtozik a sejtélet sordn, egy konkrét egyedre vonatkozélag valtozik
betegség esetén a klinikai kép, ill. a manifesztacios tinetegylittes.

A mtDNS mutéciéi a kovetkez8k lehetnek: 1., pontmutacio, 2.,
delécio, 3., duplikacié. A gyakorlatban az els6 biztosan csak szekvendlassal
igazolhaté (szerencsés esetben restrikcios hely kiesés esetén Southern
blottolassal is). Utobbiak megléte Southern blottolassal igazolhat6, pontos
lokalizé&ciora a szekvenalas ad lehetSséget. Delécidt és duplicatiot szemlél-
tet a 2. sz. abra. A gyakorlatban az 6ssz széveti DNS-t olyan enzimmel cél-
szerli emészteni, amelyiknek egy felismerési és hasitisi helye van a
mtDNS-en (mint Pvu Il vagy BamH I). A proba (laboratéoriumunkban hu-
man placentabol izolalt mtDNS-t hasznalunk) hibridizalasa soran normalis
esetben egy 16 Kb nagysagi bandet kapunk. Delécié esetén a normalis
mellett egy (single delécion) vagy tobb (multiple delécions) tovabbi band is
megjelenik. Lehetséges a kett6 kombinacidja is, az egyik szervben lehet
egyszeri, a masikban Osszetett mutacié ugyanabban az egyedben is (9).
Duplicatio esetében, ami a gyakorlatban csak egy tovabbi mutans DNS lanc
megjelenésével jar, tehat "single", azaz egyszeri, egy tovabbi, 16 Kb-nal
nagyobb fragment jelenik meg (2. sz. abra).
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2. sz abra. Pvu Il emésztett mtDNS Southern blotja.
Probaként szintén Pvu II emésztett, human placentabdl izolalt
mtDNS-t hasznaltunk. Balrél az 1. sdvban: normalis mtDNS;
2. sav: "single delécion”, a normalis mellett egy tovabbi band
jelenik meg; 3. sav: "multiple delécions”, a normalis 16 K’b‘
nagysag mtDNS mellett tovabbi, a megszamlélhatatlansagig
egybemosodott deletalt alakok jelentek meg; 4. sav: mtDNS
duplicatio. Valamennyi minta myopathiaban ill. cardlp-
myopathiaban szenved$ gyermekek izméabdl szarmazik.

Sejtszinten nehéz megmondani azt, hogy a mutins alakoknak
mennyire kell felszaporodniuk ahhoz, hogy az betegségtinetben
manifesztalodjanak. Ez az arany feltételezhetGen valtozik annak fiiggvényé-
ben is, hogy az érintett génszakasz minek a kodolasaért felelés. Feltételez-
hetd, hogy minden fehérjére 1étezik egy kiiszob, aminek elvesztése még jol
toleralhat6. Talan meglepd, hogy ez bizonyos esetekben milyen magas
szam. Igy, MTTK-MERRF8344A és MTTLIMELAS3243C (a rovidités
értelmezése a kovetkez$: ddlt betlivel az érintett gén, az elsé esetben az
alanin mitokondrialis tRNS-e egy betis koddal, mellette az okozott
betegség, mint MERRF= myoclonusos epilepszia, ragged red fibers, a
mutécié poziciéja a mtDNS-en, végiil a mutans bazis) bizonyos eseteiben a
sejtek légzési kapacitdsa normalis marad, mig a mutdns mtDNS-ek szdma
90%. Ezt kdvetden gyors csokkenés kovetkezik be, és a sejtlégzés nullara
esik, amint a mutans alakok szama eléri a 95%-ot (10,11).
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A mitokondridlis betegségek osszetett arculata

Ahogyan az a fentickben mar emlitésre kerilt, egyfajta szerv-
vulnerabilitas létezik a mitokondrialis betegségek terén akar a mtDNS mu-
tacidja, akar a nukledris kodolasi mitokondridlis fehérje érintett, ami gya-
korlati tapasztalatok alapjan valdban létezik. Ugyanakkor az is nyilvanvalo
a korabbiak alapjan, hogy mtDNS érintettség esetén barmelyik szerv érin-
tett lehet, és fliggben az adott szervben meglévé homoplazmiatol vagy
heteroplazmitol mas és mas lehet az adott szerv aktualis metabolikus alla-
pota ill. funkcidja. Ennek megfeleléen a mtDNS betegségeiben ill. a
mitokondrium nukleédris eredetli bantalma sordn is meglehetésen széles
spektrumu klinikai megjelenés fordulhat elé (lasd tablazat) ami véltozhat,
altalaban rosszabbodhat az egyed élete soran.

Sok esetben nehéz, vagy ma akar még lehetetlen egy betegség vagy
tlinetegyiittes esetén az elkulonités genuin nuklearis vagy mtDNS okozta
formékra. Tobben leirtak olyan mtDNS delécidval jaro betegséget, amelyik
a Mendeli szabalyokat kovetve 6roklodott (12). Ezekben az esetekben a
maternalisan orokitett mtDNS atorokitése soran normalis lehetett | a
mtDNS replikécidjat szabalyozé nukleéris gének azonban betegek lehettek,
és kovetkezményesen a hibasan vezérelt replikaci6 soran jottek Iétre a hibas
informécidtartalmi mutans alakok.

A klinikai prezentacids tunetek spektruma mitokondrialis
betegségekben (Munnich utan médositva, ref. 13)

-metabolikus: acidozis, ketoacidotikus koma

-majkoma

~-csontveld: pancytopenia, makrocytas anaemia

-sziv: cardiomyopathia

-izom: izomgyengeség, myopathia

-kozponti idegrendszer valtozo érintettsége

-pankreas dysfunctio

-béltraktus: felszivodasi zavarok

-vese: tubulopathia

-szem: Leber betegség

-endokrin rendszer: diabetes, torpendvés, hypoparathyreoidizmus
-malformaciok '

Szamos esetben a mitokondriumokat érintd genetikai bantalom olyan
sulyos lehet, legyen az nukledris vagy mtDNS laesio, hogy a
mitokondriumok salyosan destrualédnak. Erre példaként szolgalhat a 3. sz.
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&bra, ahol egy mtDNS delécio allt a betegség hatterében. Lathatoéan a
mitokodriumok stlyosan karosodottak, a krisztastruktira helyenként eltint.
Vannak esetek, ahol a mitokondriumok kérosodasa az izomszerkezet stlyos
destrualddasaval is tarsul (14).

3. sz. 4bra. mtDNS delécidban szenvedd gyemek harantcsikolt
izmanak elektronmikroszkopos képe.

Vannak betegségek, melyekben egyértelmi, hogy a mtDNS kéroso-
déasa a primer. llyen a Leber féle ophtalmoneuroplegia, elfogadott rovidi-
tése LHON, a korabbi nomeklaturat hasznalva ez a mtDNS-t tobb ponton
érintheti, mint 15257A, 13708A, 11778A, 3394C, 7444C és a 4160C pozi-
ciokban. A MELAS (mitokondridlis encephalopathia, laktat acidozis
szindroma) lehet deleci6 és pontmutacié (3243C) koévetkezménye. A
MERRF (myoclonusos epilepszia, ragged red fibers) szintén letet mtDNS
delécid, de lehet pontmutacio is (8344A). Tobb betegségnek nincs hasonlo-
képpen elfogadott neve, gyakorlatilag szamos myopathia ill.
encephalomyopathia vagy cardiomyopathia lehet a klinikai manifesztacié.
Az utdbbi idSkben valt vilagossd, hogy Alzheimer betegségben vagy
Parkinson kér bizonyos eseteiben is involvalt lehet a mtDNS.

Végezetiil, nyilvan az olvasoban felmeriil a kérdés az esetleges te-
rapids lehetSségekkel kapcsolatban. Sajnos, napjainkban erre még nincs
mod, ha belegondolunk, szdmos mtDNS betegséggel kapcsolatban csak
probélkozasok vannak, és sajnos az esetek nagy hanyadaban a kimenetel
fatalis. Szamos szerz6 menadiont6l] latott kedvezd hatast, masok karnitin
szupplementacidt javasolnak. Utdbbi szintézise emberben normalisan is
limitalt lehet (15-20), hianyakor gatolt a zsirsavak oxidécioja.
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Egy eszkoz a baktériumok molekularis genetikajaban:
a Tnj transzpozon

Tomcsanyi Tihameér
JPTE Allattani Tanszék Genetikai Csoport, Pécs

A Tn$ szerkezete

A transzpozonok vagy transzpozabilis elemek specializalt DNS szegmentumok,
amelyek képesek elmozdulni a genomban kiterjedt szekvencia homologia nélkiil. Megta-
lalhatok mind prokariotdkban, mind eukaridtidkban €s transzpoziciojuk inszerciés mutdciot
valamint génatrendez8dést okozhat, ezenkiviil megvaltoztathatjdk a transzpozicids hely
kozelében 1év6 gének expresszidjat is (1). A Tn5 az egyike a legintenzivebben vizsgalt és
a molekuldris genetikai vizsgalatokban gyakran hasznalt bakteridlis transzpozonoknak.
Felfedezése az 1970-es évek kozepén, hasonléan mas rezisztencia géneket hordozé
transzpozonokéhoz, egy kissé véletlenszerii volt. Berg és munkatirsai (2) specializalt
kanamicin rezisztens (KanT) \ fagot akartak izolalni Klebsiella pneunoniaebdl szarmazé
R-faktort tartalmaz6 Escherichia coli fertézésével. A nyert Kan! A\ fag DNS-e azonban a
restrikcids térkép alapjan a varttol eltéré volt. Az elekronmikroszképos analizis azt mu-
tatta, hogy a NN Kan! heteroduplexek egy 1,5 kilobazis (kb) nyél és egy 2,8 kb hurok
struktarat tartalmaznak, jelezvén azt, hogy a Kan! inzert két 1,5 kb forditott ismétlodéssel
kozrefogott 2,8 kb egyedi szekvenciabdl épiil fel.

ISASE 1522 258

258 .

93 F‘__-/nh — 93
L — kan ble sir J

0 ISssoL I I TIS50R 0

l. abra. A Tn5 bakteridlis transzpozon szerkezete. Vastag vonal: az
1533 bp IS50 inszerciés szekvencidk, amelyek forditott ismétls-
désként vannak jelen a transzpozonban. O (otside), I (inside) vége
az 1S50 inszercids szekvencidknak. p: a kozponti rezisztencia gé-
nek promotere. kan: kanamicin rezisztencia, ble: bleomicin rezisz-
tencia, str: sztreptomicin rezisztencia. 93 és 259: a transzpozaz és
az inhibitor transzlaciojanak kezdete az O végt6l szamitva, 1453:
stop kédon az IS50L-ben, 1522: a transzpozaz és az inhibitor
transzlacio;anak vége.

A Tn5 egy 5,8 kb hosszi Gsszetett transzpozon, amelynek forditott ismétlédései az
1553 bazisparbol allé 1S50 inszerciés szekvencidk (1. abra). Mind a TnS5, mind az 1S50
elemek konzervativ mechanizmussal transzponalédnak, azaz egyszerii inszercioval a cél
(target) DNS szekvencidba. A transzpozicidé a legtobb esetben a transzpozont hordozé
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DNS molekulabdl a cél DNS molekuldba toérténik meg (intermolekuléris transzpozicio),
bar kisebb frekvencidval egy DNS molekuldan belul is végbemehet (intramolekularis
transzpozicio). Ez ugy jon létre, hogy a target DNS-ben egy 1épcsSs hasitas torténik, majd
a transzpozon bekapcsolodasa utdn az egyes szalakon keletkezett rés kipotlodik. Az ISS0R
kodolja a cisz helyzetben hatd transzpozazt, amely sziikséges mind a Tn5, mind az 1S50
transzpozicidjahoz és a transz helyzetben hat6 inhibitort, amely a transzpozicié regula-
cidjaban jatszik szerepet. A transzpozdz gazda faktorokkal egyiitt, amelyek pontos szama
¢és funkcioja jelenleg még nem ismert, az IS50 mindkét végén talalhatdé 19 bazisparbol
(bp) all6 szekvenciakra hat, amelyeket O (outside) és I (inside) szekvencianak vagy
végnek neveznek (2.dbra).

19
O end: CTGACTCTTATACACAAGTAGCGT

DnaA box: TTATSCAA

13
I end: (l:TGTC TCTTcATCAGATCTTGATC

C A
GAANNNNTTGATY

IHF . T
%AQNNNNTTGATA

sites

2. abra. Az IS50 O és I végének, valamint a DnaA és az
THF (integration host factor) fehérjék konszenzus kétési
szekvencidi. Delécids vizsgalatok igazoltdk, hogy
mindkét végnek csak az elsé 19 nukleotidja sziikséges a
transzpozicichoz.  Aladhtzassal jeloltik  a  Dam
metilacios helyeket (GATC) és az IHF konszenzus
szekvencidban az I véggel megegyez6 helyeket.

Az IS50L-ben kozel az I véghez egy ochre mutacid van, igy csak ochre
szupresszald baktérium torzsekben képzédnek rola funkcioképes fehérjék. Transzpozaz
jelenlétében egy par vég barmely variacioban (O0-O, O-I, I-1), ha azok korrekt orientacio-
ban vannak, képes véghezvinni barmilyen kézéjikk helyezett DNS darab transzpoziciojat.
A két vég szekvencidja eltérd, az elsé 9 bp-bol 8 megegyezik, a masodik 10 k6z6tt azon-
ban csak 4 egyezés talalhato. Az O végben egy DnaA fehérje kot6 konszenzus szekvencia,
mig az I végben két adenin (Dam) metilacios hely (GATC) van. A transzpozon kozponti
része harom egyiittesen atir6do rezisztencia gént (kanamicin, bleomicin, sztreptomicin)
tartalmaz. Az utoébbi E. coliban nem fejez6dik ki. A kdzponti rész nem jatszik szerepet a
transzpozicioban (3).

A transzpozicié szabalyozasa

A prokariota transzpozabilis elemek egyik alapvetd tulajdonsaga, hogy kis frek-
venciéval transzponalodnak. Ez a kis transzpoziciés gyakorisag egyensulyként alakult ki a
transzpozon atvitele és a gazdaszervezet tulélése kozott. A transzpozonok elegans mecha-
nizmust "fejlesztettek" ki, hogy limitaljak sajat transzpozicios frekvencijukat és ezek a
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mechanizmusok képesek voltak integrdlodni a gazdaszervezet szabalyozo rendszereibe. A
transzpozicid gyakorisagat szabalyozé mechanizmusok két csoportba sorolhatdk: a.) az
elem 4ltal kodolt transzpozaz szintézisének limitalasa, b.) maganak

a transzpozicids folyamatnak a gatlisa.

transzpozaz promotere gyenge és dam metilacios kontrol alatt all. A transzpozonto! kiviil
esé prométerrdl induld transzkriptum nem transzlalodik, valésziniileg egy kialakuld ma-
sodlagos szerkezet miatt, amely megakadilyozza a transzpozdz transzlacijanak
iniciaciojat. Az 1S50 T vége a két metilacios hely kdvetkeztében szintén metilacio-fuggd
gatlas alatt van (4).

A Tn5, mint eszkoz a molekularis genetikaban

A vad tipust transzpozonnal és szamos, a rekombinans DNS technologiaval készi-
tett varidnsaval inszerciés mutaciot lehetett el6idézni Gram-negativ baktériumokban az
Acinetobacter calcoaceticustol a Xantomonas campestrisig, amelyeknek genetikaja sokkal
kevésbé ismert, mint az E. colié vagy a Salmonella typhimuriumé (5). Douglas Berg labo-
ratériumaban az 1980-as évek végén kifejlesztettek egy Tn5 varianst, a TnSraci-et (6),
amely killonosen alkalmas genetikailag alig ismert baktériumok vizsgalatéra, s6t az E. co-
liéra is, hiszen annak genetikai térképén még szamos "fehér folt" talalhaté. A TnStacl
tartalmazza az 1S50 O és 1 végét, a transzpozicidhoz sziikséges transzpozdz gént, a
kanamicin antibiotikum rezisztencia gént, a lac represszor gént és egy kifelé irdnyuld erds
promotert (Pyyc), amely a lac represszor szabalyozasa alatt all. Ha az inszercié egy gén
normalis transzkripcigjat. Induktor jelenléte nélkiil a tac prométer gatolt allapotban van.
Induktor, izopropil-3-D-tiogalaktozid (IPTG) jelenlétében a tac prométer felszabadul a
gatlas aldl és a transzpozon megfeleld orientacioja esetén a tac prométerrdl megindulhat a
gén atirasa (3. abra).

Host DNA Transposon TnStact tost DNA
Ve — N
LG
transciption

T

P P

gnne X kan e lac v otnp . Tac gene X

Mpemeran -

\ no IPFG repression

3. dbra. A TnS5tacl altal okozott kondicionalis fenotipus.

A transzpozon mindkét végéhez oligonukleotid primert lehet szintetizalni, igy
didezoxi modszerrel megszekvenalhat6 az a DNS szakasz, ahova a transzpozon beépiilt. A
Tn5tacl felbasznalhatésagit a baktériumok genetikai kutatasiban két példaval szeretném
réviden bemutatni. ,

A Bordetella pertussisnak, a szamarkohogés kérokozéjanak egyik fehérjéje a
CyaA, egy bifunkciondlis fehérje, amely mind hemolitikus, mind adenil-ciklaz aktivitassal
rendelkezik (ciklolizin), jelent8s szerepet jatszik a baktérium patogenitasaban. A cyad egy
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operon egyik génje, amelynek aktivitidsdhoz és termékének szekrécidjahoz harom masik
struktargén a cyaBD és E miikodése szitkséges (7). Konjugacids "suicide” vektor alkalma-
zasaval olyan TnStac! inszerciés mutanst izolaltunk, amelynek sem hemolitikus, sem -
adenil-ciklaz aktivitdsa nem volt, de IPTG indukcidval mindkét aktivitast vissza lehetett
allitani a vad tipus szintjére. Egy kromoszomalis DNS szegmentumot, amely a teljes
transzpozont és hozza kapcsolodd B. pertussis DNS szakaszokat tartalmazott a kanamicin
rezisztencia alapjan klonoztunk és meghataroztuk ezen szakaszok szekvencigjat (8). A
szekvencia analizise azt mutatta, hogy az inszercié a cyaE gén 5" végébe tortént és a
transzpozon orientacidja olyan volt, hogy IPTG jelenlétében irdnyitotta a gén atirasat (4.
abra).

A cyaA
\\
~
l}. \
cyaE ~
ATGGCCGCGETOCANGTCAGGEGACGCEGCCGCCCTRGCGTIGECACTGTGEGCCGGETTCGCGCTGAGCGTGGGAGGCGGE. . .
M AAV OV RRRGRATILATLANILMWAMGENMNTL'S VG G G...
C. TnStact cyafE
ACACAGGANAC AGAATTCCCGGGGATCCCCTACTTGIG I ATAAGAGTCAGGCCCTGGECCTGECGTTGGCGCTGTGGGCAGGGTTC. . .
M Y K S QA LALARMNTILAMLUMNAMGE...
D. TnStact cyaE

GTGTATMGI\GTC'\E);CCCTCCCGTTGCCGCTCT(:GCCCCCCT?’CGCCCTG)\CCGTGmCGCCGIGCGGGCGCGCCATGGCCTC cee
- M R AR DG L ...

4. dbra. A Tn5tac! inszercid helye a B. pertussis BC63 torzs
ciklolizin operonjaban. A: a cya operon szerkezete; B: a
TnStacl inszercid; C és D: a transzlacié valdszinli kezdd-
pontjai.

A kisérlettel bizonyitottuk, hogy a CyaE fehérje fontos szerepet jatszik a ciklolizin
aktivalasaban, hiszen az operon elsd harom génje zavartalanul atirédhat és transzlalédhat
is, mégis a mutans sejtek IPTG jelenléte nélkiil csak minimalis adenil-ciklaz aktivitast
mutattak. Mivel a Tn5tacl a cyaE gén 11. és 12. koédonja kozé épiilt be, az indukalt fe-
hérje szintézise magardl a transzpozonrél, pontosabban az mRNS transzpozon szekveciat
hordozo részérdl, vagy a cyaE gén 29. kodonjatdl indulhat el. Barmelyik eset valosul is
meg, biztos, hogy az els6 11 aminosav nem sziikséges a CyaE fehérje funkci6jahoz.

E. coliban Tn5tacl inszerciés mutagenezissel azonositottunk egy, a cisztein bio-
szintézisben szerepet jatsz6 eddig ismeretlen gént, a cysQ-t (9). Egy olyan muténst izolal-
tunk, amely csak IPTG jelenlétében volt auxotréf, névekedéséhez minimal taptalajon
ciszteint igényelt, de csak aerob feltételek mellett. Genetikai modszerekkel (Hfr konjuga-
cio, P1 fag altalanos transzdukcid, A\ fag specializalt transzdukcid, komplementicid) meg-
hataroztuk, hogy ez a cisztein bioszintézisben résztvevé gén az E. coli kromoszéma térké-
pén a 95,7 percnél talalhatd, tivol minden eddig ismert cisztein bioszintetikus géntdl.
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Mind a TnS5tacl inszercios, mind az intakt gént klonoztuk és szekvenaltuk: Megallapitot-
tuk, hogy a cysQ gén egy 246 aminosavbdl 4ll6 fehérjét kodol, a transzkripci6 iranya el-
lentétes egy 3 -nukleotidaz aktivitasu periplazmatikus enzimet kodolé gént6l, a cpdB-tdl,
inszercid, amely az IPTG indukalhato cys™ fenotipust el6idézte a leolvasasi kereten beliil
volt, csak két kodonra a gén 3" végétdl. Mivel a tac promoter €s a cysQ promotere egy-
massal szemben helyezkedik el a gén mikodésének gatlasa vagy az RNS polimerdzok iit-
kozésének vagy a cysQ mRNS és az antisense RNS koélcsonhatasanak kévetkezménye le-
het.

E. coliban a cisztein bioszintézis egyik intermedierje a 3 -foszfoadenozin 5°-
foszfoszulfat (PAPS). Adataink alapjan a CysQ fehérje a PAPS szintjének szabédlyozasa-
ban vehet részt, mert ennek magas szintje toxikus a sejt szdmara. A cisztein azért sziiksé-
ges a cysQ mutans szamara, mert represszalja a cisztein bioszintézist, igy a PAPS szintézi-
sét is, és nem egy hidnyzo cisztein bioszintetikus enzim hidnyat pétolja.

A Tn5 jelenlegi (5, 10) és a jovOben kifejlesztheté varidnsai varhatéan tovabbi szerepet
fognak jatszani a baktériumok molekuldris genetikai vizsgdlataban.
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A citrat szintdz és citrat transzporter
kooperacidéja: egy ujabb példa az
enzim-transzporter interakcidra

Sandor Attila,
POTE, Biokémia Intézet
Pécs

A fehérjék koézotti interakcidra iranyuld vizsgélatok
szinte az Osszes anyagcsere Ut enzimjeire kiterjednek. Ezen
kutatésok torténete és az eredmények alapos Osszefoglalésa
iradnt érdekl8d8 olvasdénak az 1. szam alatti Referenciét
ajanljuk. Az interakcidban résztvevd fehérjék specifikusnak
tekintett fizikai-kémiai erdk révén egymashoz kapcsoldédva
szorosabb-lazdbb komplexeket  képeznek. E vonatkozésban
kiildnbséget kell tennink a tobb rész-1épésbdl alloé
enzimreakcidét katalizd enzimek alegységei és az individudlis
enzimek &ltal képzett komplexek kozdtt. Eldébbi esetben (pl.
piruvat dehidrogendz enzim komplex) az alegységek koézotti
kapcsolat sokkal szorosabb (Kg 1079 vagy nagyobb) mint az
utébbi esetben (Kg 106 vagy nagyobb). Jelen eszmefuttatés
az utdbbi esettel, azaz ©6nalldé funkcidval felruhéazott
6nalldé fehérjék kozotti interakceidval foglalkozik.

Az interakcid értelme: interakecid a funkcionalis
kapcsolatban lévé enzimek kozott.

Az individulis enzimek kozd6tti kapcsolat értelmét,
célszerliségli meggendolasbdél, az adja meg, ha funkcionalis
kapcsolatban 1évé enzimek, pl. a metabolizmusban egymést
kévetd reakcidkat katalizédldé enzimek képeznek komplexet.
Ilyen enzim-enzim interakcidét mutattak ki az aminosav-
anyagcserében (2, 3, 4), a glikolizisben (5, 6, 7) és
citratkdéri enzimek koézott (8, 9, 10). Az interakcidk
kimutatésdra szolgdldé egyik £f6 moddszer wvolt az egylittes
precipitacidé poliethilenglicolt tartalmazé oldatbél. A
poliethilenglicol hozzdadasaval annak vizelvond képessége és
innert volta miatt a sejtenbelili viszonyokat kivantak
utédnozni. Fizioldgids koridlmények kéz6tt az enzim~enzim
interakcidkhoz legkedvezdébb hely a mitokondrium matrixa,
ahol a fehérjekoncentracid eléri az 50 %-ot és a szabad viz
mennyisége a legalacsonyabb a sejt tdbbi részéhez képest. A
kérnyezd viznek pedig fontos szerep jut, hogy az enzim-enzim
interakcidé a katalizis szempontjabdl eld8nyds lehessen a
résztvevé enzimek szamara. Ezt a kinetikai eldnyt nevezziik
nemzetkézileg elfogadott angol szdéval "channeling "-nek. Ez
egy mondattal kifejezve azt jelenti, hogy az egyik enzim
produktuma, mely a masik enzimnek szubsztritja koézvetleniil
jut el a mésodik enzimhez anélkil, hogy koncentracidéja a
kérnyezd vizben 1év8 koncentracidval kiegyenlité&dne. Ehhez
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szliikséges a két fehérje kozelsége az enzim-enzim interakcid
(valamint konnyen beldthatdé médon a "kevés viz").

A mitokondriumban természetesen a membranban Tévd
integrans enzimek sem maradhatnak ki az enzim-enzim
interakcidékbdl. Kimutattédk a matrix dehidrogenaz enzimek
kotédését a belsd8 membranhoz élesztdében (11) wvalamint a
Complex I-hez (NADH-ubiqunon oxidoreduktaz) diszndészivben.
(12) .

Transzporter és enzim kéz6tti interakcid.

Mint az imént idézett példék mutatjdk a mitokondriédlis
belséd membrén 1is résztvesz az interakcidkban. Gondolkodas-
unkban csupén egy kis ugrast igényel feltételezni, hogy a
transzporter protein is interakcidéba lép azzal az enzimmel
mely az &ltala transzportalt molekuldt szubsztratként
hasznalja. A transporter—enzim interakcidé egy viszonylag 0j
terilete a fehérje-fehérje asszocidciodra iranyuld
vizsgdlatoknak.

Bisson és Fraenkel a glukdéz és fruktoz felvétel
valamint a hexokinaz és glukokindz kozotti funkcionalis
kapcsolatot wvizsgédltadk mutans élesztdkon (13). A szild
élesztd torzsben (mutacidé nélkili kontrol) mind a glukdz
mind a fruktdéz felvétele egy nagy affinitdsu (alacsony Ky) és
egy alacsony affinitdsu (magas Kj) transporter segitségével
toérténik. A muténs tdrzsben, melyben mind a kétfajta
hexokinadz hianyzik a fruktdéz szémara sziinik meg a nagy
affinitédsu felvétel; mig a glukdéz felvétel valtozatlan. A
tripla muténs torzsben, ahol a két hexokinadzon kivil a
glukokindz is hiényzik; a glukéz felvétele is csak a kis
affinitdsu transzporteren keresztil tdérténik. Ugyanakkor egy
olyan mutéansban, ahol a glukéz-6-P-ra haté, sorban koévetkezd
enzim a foszfoglukoizomerdz hidnyzik, a glukdéz és fruktdz
felvétele véltozatlan. Tehat a glukéz transzporter
hianytalan mikodéséhez szlkséges, hogy a sejtben glukdzt
aktivaldé kinazok is jelen legyenek. Ezen kinadzok hianyaban
ugyanis a glukéz nem hasznosithaté a sejtben, tehat
transzportjanak sincs értelme.

Raiman és munkatérsai a citrullin szintézisét
vizsgaltak patkanymdj mitokondriumban (14). Tudvalevd, hogy
a mitokondrium az ornitin transzporter segitségével veszi
fel az ornitint; majd a matrixban azt az ornitin

transzkarbamilédz enzim segitségével karbamilfoszféattal
kondenzéalva cirullinnd alakitja. A szerz8k az ornitin
direkt "channeling"-jét 4&llapitottak meg a transzporter

fehérje és a transzkarbamilaz enzim koézott. Jeldlt ornitint
haszndlva azt talaltéak, hogy  a keletkezett citrullin
specifikus aktivitdsa nem valtozott, ha a mitokondriumot
eldzdleg jeldletlen ornitinnal feltoltotték vagy nem
toltotték fel. Tehat a transzporter &ltal felvett radidaktiv
ornitin nem ' keveredett a matrixban 1lévé teljes ornitin
"pool"-lal hanem direkt az ornitin transzkarbamildz enzim-
hez kotdédott. ; :
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A citréat transzporter és citrat szintéz koézotti interakcid

Sajat megallapitasaink az élesztd mitokondrium
membranjaban 1évd citrat és részben malat transzporterre
vonatkoznak (15). A trikarboxiléat transzporter a citrat egy-
-~egy aranylu cseréijét végzi citrattal vagy malattal szemben.
Ezen kivil megkiilénbéztetiink egy dikarboxilat transzportert
is, mely maldt-malat cseretranszportot végez. A vizsgdlatok
f8 célja volt megallapitani, hogy a citrat transzporter
mikoédése flgg-e a mitokondridlis citrat szintéz (CS1) enzim
jelenlététdl. A kérdés elddntésére a szild toérzs mellett
mitokondridlis citrat szintadz mutéans (Cs17) valamint
kontrollként citoplazmatikus citrat szintdz mutans (CS27) és
egyébb citratkori enzimre nézve , koztik a malat
dehidrogendzra nézve mutans (MDH1~) élesztd8ket hasznaltunk.
A mellékelt &bra (1. Abra) mutatja, hogy a CS1™ toérzsben a
citrat felvétel csaknem megszint, mig a CS27-ben a felvétel
azonos volt a szilé tdrzsével.

20

(nmol/mg protein)

uptake

Citrate

Time (sec)

1. Abra. Az [1,5-14C]citrat benzoil-trikarboxilsav (BTC)

érzékeny felvétele élesztd mitokondriumokba. A
mitokondriumok a PSY 142 sziild toérzsbél vagy annak CS1~ vagy
CS2~ muténsaibél szarmaztak. A reakciét mitokondriumok

hozzdadésaval inditottuk és az adott iddben 40 mM BTC-vel
adllitottuk le. A 0 percben a BTC-t a mitokondriumok elétt
adtuk. Csak a BTC filggé transzportot vettiik figyelembe.
@ PsY 142 szilé A Cs1™ O cs2~
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A fenti megfigyelést a kifelé iranyuld transzportra
nézve is igazoltuk, amikor a mitokondriumokat elézd8leg +5°
C-on [1,5—14C]citréttal feltoltottik és jeldletlen citratot
adtunk hozzéa kivilrél, mint cserepartnert. Hasonléd
bsszefliggést talaltunk az MDH1 enzim és a malat transzport
kéz6tt. Erdekes médon a malat transzport a CS1™ tdrzsben is
teljesen megszint ami érthetd, hisz a CS1 hianyéban a malat
mitokondriumba Jjutdsdnak értelme is nagyon csekély. Egyéb
citratkori mutéans élesztd mitokondriumokban, kéztik az
MDH1 -ban a citrat transzport nem, vagy c¢sak marginadlisan
valtozott.

Ezen kisérletek, valamint a Bisson-Fraenkel féle
mutans éleszt8kdn végzett kisérletek is (lasd feljebb),
melyekben egy traszport megszinik, felvetik a kérdést .

vajon a transzportexr fehérje jelen van és nem tud miikddni,
vagy pedig egy zretrogrdd kommunikacidénak kdszonhetden
expresszidéja szint meg. A kérdés elddntésére mitokondriumok
extraktumat mesterséges membranba, liposzomdkba épitettiik és
hasonlitottuk ossze a kolénféle extraktumot tartalmazd
proteoliposzdédmak citrat transzportjat (Tédbléazat).

[1,5-14c]citrdt és [U-14C]malsat transzportja PSY 142 sziild
élesztd8 térzs és ennek CS mutdnsaibdl szdrmazd mitokondri-
umok és a beldliitk késziilt proteoliposzémdk &ltal.

Elesztd Mitokondrium Liposzéma
nmol/mg. protein nmol/mg. protein
per perc per 5 perc
Citrate Malate Citrate Malate

SzUlé torzs 27.9 10.70 10.5 4.2

cs1™ 4.0 ND 12.5 3.9
Cs2™ 31.8 9.1 9.4 5.2

A citrat transzport esetén BTC, a malat transzport esetén
n-butylmalonat volt a stop inhibitor.

Mint a Téblazatbdél 1latjuk, a CS1- mitokondriumok
ugyanolyan mennyiségben tartalmazzék a transzportert mint a
szilé torzs mitokondriumai. Tehat a citrat (és malat)
transzporter fehérije kifejezddik, jelen van = a
mitokondriumban c¢sak a CS1 enzim hiényébén  nem tud
megfelelden miikddni. ‘

A citradt transzport érzékenysége a CS1~ mutacidra
specifikusnak bizonyult, mivel a citrat transzportot méas
citratkéri mutaciék, mint pl. a MDH1™ nem érintették
szignifikénsan. Miért van szliksége a citrat transzporternek
a CSl-re ? Mechanizmusként proponalijuk, hogy a CS1 megkdti a
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citratot majd fizikai kézelsége, interakcidja, révén direkt
a citrat transzporterhez tovdbbitja. Ez direkt magyarazza,
hogyan segiti a CS1 a citrat leadasat, de ugyanigy segiti
felvételét is, mert beliilrd8l cserepartnert szolgaltat
belépéséhez. A mesterséges foszfolipid membranban
(liposzéma) azonban a citrat (és minden kismolekula) konnyen
hozzafér a transzporterhez és az nem igényli a CS1
segitségét. A mitokondrium bels8 membrédnjdban a fehérjék
szervezett mbédon A&gyazddnak be, a funkcionalis kapcsolatban
lévék kozel kertilnek egymashoz és aktivitadsuk egymastdl
fliigg. Ezen kapcsolatoknak azon részét, melyre intézetlnkben
végzett, fentebb idézett vizsgalatok kiterjedtek érzékelteti
sematikusan a 2. Abra.

2. Abra. A citrdt szintdz (CS) és citrdt traszporter (CT)
feltételezett elhelyezkedése a mitokondrium belsd
membranjdban. PDC: piruvadt dehidrogendz komplex.

Perspektivak.

A karnitin anyagcserével kapcsolatos munkdink soréan az
éleszté PSY 142 +torzsbd8l izoldltuk a karnitin acetil-
traszferaz (CAT) enzimet megallapitva , hogy az enzim
80 %-a mitokondrialis (16). A tovébbiakban a CAT génijét
klénoztuk, szekvendltuk és gén-diszrupcidbdbval CAT mutans
(CAT™) élesztdétdrzset hoztunk létre (17). Mas kutatdk egy
ethanol indukéalhatoé karnitin aciltranszferaz enzimet
fedeztek fel az élesztdben, mely feltételezésiik szerint a
mitokondrium kiilsé membranjan lokalizalt és az Uj enzimnek a
YAT1I nevet adték (18) . Tudvalevd, hogy a karnitin-
acilkarnitin cserét a mitokondrium bels8 membranijaban

lokalizélt karnitin-transzlokéaz végzi. A karnitin
transzlokéz és a karnitin kapcsolataban mar megfigyeltek
"channeling" -et, amit a szerzdk (Pande és Murty)
mikrokompartmentacidé-ként éltek at (19). Nagyon alapos

feltételezni, hogy jelen munka targyat képezd transzporter-
enzim kooperativitdas a CAT és a karnitin transzlokéaz
kapcsolatédban is létezik (a YAT1 vonatkozasdban pedig nem) .



32

Irodalmi hivatkozasok

N -

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Srexre,P.A. (1987) Ann. Rev. Biochem. 56, 89-124
Backman, L. and Johansson,G. (1976) FEBS Lett. 65, 39-42
Fahien,L.A., Kmiotek,E.H., Woldegiorgis,G., Evenson,M.,
Shrago,E. and Marshall, M. (1985) J.Biol.Chem. 260,
6069-6079

Fahien,L.A., Kmiotek,E.H. and Smith.L. (1979) Arch.
Biochem. Biophys. 192, 33-46

. Ovadi,J., Salermo,C., Kleti,T. and Fasella, P. (1978)

Eur. J. Biochem. 90, 499-503

Patthy,L. and Vas,M. (1978) Nature, 276, 94-95
Salermo,C. and Ovadi,J. (1982) FEBS Lett. 138, 270-272
Halper,L.A. and Srere,P.A. (1977) Arch. Biochem.
Biophys. 184, 529-534

Beeckmans, S. and Kanarek,L. (1981) Eur. J. Biochem. 117,
527-535

Sumegi,B., Gyocsi,L. and Alkonyi,I. (1980) Biochem.
Biophys. Acta 616, 158-166

D'Souza,S.F. and Srere,P.A. (1983) J.Biol.Chem. 258,
4706-4709

Sumegi,B. and Srere,P.A. (1984) J.Biol.Chem. 259, 15040-
15045

Bisson,L.F. and Fraenkel, D.G. (1983) Proc. Natl. Acad.
Sci. 80, 1730-1734

Cohen,N.S., Cheung, C.-W. and Raijman, L. (1987)
J.Biol.Chem. 262, 203-208.

Sandor,A., Johnson, J.H. and Srere,P.A. (1994) J. Biol.
Chem. 269, 29609-29612

Kispal,Gy., Cseko,J., Alkonyi,I. and Sandor,A. {1991)
Biochem. Biophys. Acta. 1085, 217-222

Kispal,Gy., Sumegi,B., Dietmayer,K., Bock,I., Gajdos,G.,
Tomcsanyi,T. and Sandor,A. (1993) J.Biol. Chem. 268,
1824-1829

Schmalix,W. and Bandlow,W. (1993) J.Biol. Chem. 268,
27428-27439

Pande, S.V. and Murthy, M.S.R. (1988) in
Microcompartmentation, (D.P.Jones, ed.) pp. 93-114. CCR
Press, Boca Raton, Florida



33

A NITROGEN-MONOXID(NO) TERMELESE, FUNKCIOJA ES KAPCSOLATA
AZ ARGININ-ANYAGCSEREVEL.

Hrabak Andras, Bajor Tamas, Temesi Agnes
SOTE I. Kémiai-Biokémiai Intézete, Budapest, 1444 Pf. 260

Az NO termel6désének, hatasainak vizsgalata az utobbi évek sztar-témai koz¢ tartozik, amit igazol
az a szamadat, hogy a MEDLINE az adott cimszé alatt 1985-ben még csupan 25, 19906-ben 292,
1993-ban pedig mar 1421 cikk 6sszefoglalojat tartalmazta ¢s az idei elsdé negyedévben is 400
kozelében van. A nitrogén-monoxidot joggal nevezték a Science 1992 decemberi szamanak
szerkeszt6ségi cikkében az "év molekuldja"-nak{1]. A nitrogén-monoxidot valdsziniileg a legtobb
emlds sejt képes termelni L-argininbél, de nagyobb mennyiségben €s tobbé-kevésbé bizonyitottan
hozzarendelheté biologiai hatassal cddig harom sejttipusban mutattak ki: az endotel sejtek altal
termelt NO ¢értagité hatasu, az idegsejtek altal termelt NO-nak neurotranszmitter hatasa van, mig a
makrofagok citotoxikus hatasit NO-t termelnek. Hogyan lehetséges az, hogy egy ilyen kis molekula
egymastol ennyire eltéré szerepkoroket tolt be, miért nem keverednek a harom sejttipus altal termelt
NO funkciéi és mi magyarazza, hogy csak a makromolekuldk korszakéban valt ismertté az eddigi
legkisebb méretii, specifikus bioldgiai hatdsokat mutaté molekula, amely addig mint
kornyezetszennyez0, feltételezetten karcinogén, 6zont inaktivalo, savas esbket okozd gaz meglehetdsen
rossz hirnévvel rendelkezett?

A fenti kérdésekre a valasz aranylag konnyen megadhaté: a NO hatasait ugyanis igen kis mérete,
lipofil karaktere, valamint szabad gyok jellegéb6l adodod nagy reakcioképessége €s rovid élettartama
alapjan magyarazhatjuk meg. Szabad gyok karaktere révén egymastol eltérd struktiiraji prosztetikus
csoportokban levd koordinative kotott Fe-atomokkal reagal, ami okozhat aktivalast(oldhat6 guanilat-
ciklaz) vagy gatlast(a 1égzési lanc egyes komponenseinck Fe-S-proteinjei). A szabad gyok rovid
¢lettartama magyardzza a lokdlis hatast, kis mércte, lipofil karaktere pedig lchetdvé teszi a
membranokon keresztiil torténd diffuziot, ezért nincs szitkség kiilon intracelluldris mediatorra. Az
eltérd célsejtek és a kis hatotavolsag egyiittesen magyarazza, hogy a funkcidk nem keverednek. Végiil,
az NO molekula emlitett sajatossagai okozhattak azt is, hogy csak az utdbbi években ismerték fel a
szerepét: rovid szabad-gyok "életét" kovetden - valOszinfileg szuperoxid anionnal reagalva,
peroxinitriten keresztiil - spontan nitritté, majd nitratta oxidalodik, a szervezetben képzddott NO,~ és
NO3- pedig hosszi ideig nem keltette fel a kutatok érdeklédését, bar tudtak azt, hogy ennck egy része
nem a taplalékkal kerilt a szervezetbe[2]. A NO szerepét éveken at hitetlenkedve fogadtak a kutatdk,
ma is folynak kisérletek annak tisztazasara, hogy esctleg mas N-tartalmu vegyiiletekbe épiilne be(pl.
S-nitrozotiolok) ¢s igy tarolédna[3], mégis, ma mar a tobbség elfogadja azt a tényt, hogy ez a nagy
mennyiségben sulyosan toxikus, kornyezeiszennyezoként ismert vegyiilet kis koncentracioban szamos
fiziolégiai folyamatban tolt be nélkiilozhetetlen szerepet. Ugyanekkor szamos olyan vegyiilet ismert,
pl. a régota értagitoként alkalmazott nitroglicerin, a nitroprusszid-natrium, vagy a 3-morfolino-
syndonimin(SIN-1), amelyekb6l a szervezetben enzimatikus tton vagy spontin kémiai reakcio révén
NO képzddik, ezek az orvosi terapiaban NO-generalo vegyiiletekként értagitasra hasznalhatok. Bar az
alabbiakban csak a harom legfontosabb NO-termeld sejtrdl lesz sz, megemlitjiik, hogy szamos mas
sejtben is leirtak az NO szintézist, de a kiscrleti eredmények szima még nem mindeniitt elégséges
ahhoz, hogy megfeleld kovetkeztetéseket lehessen levonni. Ugy gondoljuk, hogy potencidlisan minden
emlds sejt képes NO-t szintetizalni, csupan a megfelelé gének be- vagy kikapcsolt allapotan, illetve
adott esetben a sejt Ca2*-szintjén milik, hogy ez megtorténik-e, illetve a szintetizalt enzim aktiv-e.
El6szor roviden attekintjik az NO termel8désének, hatdsainak élettani aspektusait, majd attérink a
biokémikus szamara érdekesebb enzimoldgiai, molekularis biologiai sajatossagokra.

A NO ma legismertebb szerepe az endotel sejtekben termeldddé NO értagito hatisa[4-6]. Az endotel
sejtekben talalhatdo NO-szintaz(NOS) enzim mikroszomakhoz kétott, konstitutivan termelédik, Ca2t-
fuggd[7] és a keletkezd NO a sejtb8l kijutva az érfal simaizom-sejtjeire hat. Tamadaspontja az
oldhat6 guanilat-ciklaz, melynek hem kapesolodik és a NO a hem Fe-atomjahoz kétédve azt kihwizza a
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gylirii sikjabol, a guanilciklaz ezaltal aktivalodik(a jelenség mas szabad gyokokkel is elérhets). A
termel6dd ¢cGMP a simaizom-sejtek Ca?*-tartalmat eddig nem ismert hatasmechanizmussal
csokkenti, s ennek kovetkezménye a vazodilatacid[8].

Az idegsejtekben a NO-szintaz ugyancsak konstitutiv, Ca’*-igényes, viszont szolubilis[9]. A
képz6dott NO hatasmechanizmusa sok tekintetben hasonl6 az endotelhez, mivel itt is a cGMP szint
emelkedését mérték[10-12]. A NO szintézis a posztszinaptikus neuronban glutamat hatdsara indul
meg, amikor a preszinaptikus neuron vezikulumaibdl felszabadult glutamat a posztszinaptikus
NMDA receptorokhoz kotédik. Ez a posztszinaptikus neuronban Ca2* belépését segiti el, a Ca2*-
ionok pedig kalmodulinhoz kotddve eldsegitik a NO szintdz aktivalasat(az NO szintaz kalmodulin-
k6td helyet tartalmaz, mely még a Ca2*-fiiggetlen indukalhaté NO-szintdzon is megtalalhato).
Agyvérzés kapcsan a karositott idegsejtekbdl kiszabadul6 glutamat olyan nagy koncentracioji NO
képzodést eredményezhet, ami komoly neurotoxicitast okozhat|13,14]. Ez a hatas a makrofagok altal
termelt NO hatasara emlékeztet s gatolhatdo NC-szubsztitudlt arginin-szirmazékokkal. Ugyanekkor
mas szerzOk a tanulds mechanizmusaban keresik a NO szerepét. A fentihez hasonld modell esetén a
keletkezett NO visszacsatolassal tovabbi neurotranszmitter felszabaduldsra készteti a preszinaptikus
sejtet("retrograd messenger" hatas)[15]. igy az NMDA receptort ismételt aktivalé hatasok érik, ami a
memoria hosszi tdva konszolidalasat eredményezné(long-term potentiation[16]). Az NO-szintdzt
hisztokémiai modszerekkel lokalizaltak az agyban: a legmagasabb aktivitast a bulbus olfactorius és a
kisagy mutatta. El6bbi esctén az NO-nak a cGMP-fuggd kationcsatornak befolyasolasdban lehet
szerepe[17], mig a kisagyban a szemcsesejtek ¢és kosarsejiek altal termelt NO a Purkinje-sejtek
integrativ funkciojat szabalyozna[18]. Ezek a sejick ¢cGMP-dependens protein-kindzt tartalmaznak
amely bizonyos mutans egértorzsekben alacsony szintii|19].

A makrofagok altal képzett NO-t egy szolubilis, azonban az €l6z6 kett6tdl eltérden indukathato,
Ca2*-mal nem aktivalhaté enzim termeli[20}, mely clsésorban citokinckkel(TNFa., interferon-y) és
lipopoliszahariddal(LPS) indukalhat6[21,22], az indukcio6 pedig glukokortikoidokkal gatolhatd[23]. A
keletkez6 NO a sejt komyezetében levd egyéb sejtekbe jutva kapesoloddik a Fe-S centrumokhoz és
bénitja a légzési lancot[24]. Elettani szempontbol kiemelkedd jelentéségli a makrofagok tumor-
ellenes, valamint anti-parazita ¢s baktericid hatasa|25-27]. Amint erre majd kitériink, a makrofagok
esetében fontos a NO szintézis kapcsolata az arginin-anyagcsere egyéb utjaival is.

A kovetkez6kben a NO szintdz enzim legfontosabb tulajdonsagait tekintjiik at. Az enzim altal
katalizalt reakcié soran L-argininb6l NO ¢és L-citrullin keletkezik. A reakcié mechanizmusa még nem
teljesen bizonyitott, de valosziniileg egy dioxigendz reakciordl van sz6, melynek els§ 1épését a enzim
oxigendz doménje katalizalja: cnnek soran egy molekula oxigén €s az enzimhez szorosan kotott
tetrahidrobiopterin ~ kofaktor  hidrogénjeinck  felhasznalasaval — elészor  NO-hidroxi-L-arginin
koztitermék, valamint viz képzddik . A koztiterméket az oxigenaz domén tovabb oxidalja, ennek soran
keletkezik a NO gyok, a molekula tovabbi rész¢ébdl pedig citrullin képzddik. A dihidrobiopterint(BH,)
az enzim masik, reduktdz doménje alakitja vissza funkcioképes allapotba, ehhez egy FADH,—
FMNH, — NADPH redukci6s sorozatra van sziikség(az enzim egyediilallo abban a tekintetben, hogy
egyarant tartalmazza a kétféle flavin-nukleotidot). A NADP™ visszaredukalasat az egyik-erre alkalmas
rendszer, az almasav-enzim végzi, amely gyakran funkciondlis komplexet képez az NO-
szintazzal([28],1. abra A). . .

A reakci6 soran érdekes modon paratlan szamu, ot elektron atvitele torténik meg. Ezért a- fent
emlitett mechanizmust késdbb modositottak[29], feltételezve, hogy az elsé 1épésben 1 mol NADPH
két elektront ad 4 FAD/FMN és citokrom P45 kofaktorokon keresztiil, igy az egyik oxigén vizzé
redukalodik, a masik beépiil az NO-hidroxi-argininbe(1. 4bra, B). A masodik Iépésben 1 mol NC-
hidroxiarginin 1 mol citrullinnd oxidalodik(ujabb 2 elektron), mig 0.5 mol NADPH egy paratlan
elektront vinne 4t, igy egy masodik mol viz keletkezik(l. az abrat) és a maradék paratlan elektron
keriilne a nitrogénoxidra, annak gyokos karakterét okozva. Ebben a sémaban a tetrahidrobiopterin a
reakcié masodik 1épésében szerepel. Egyes szerzok szerint a biopterin szerepe csupan a NO-szintaz
alloszterikus aktivalasa lenne ¢s nem clektronatvitel. A tetrahidrobiopterin ilyen regulator szerepét
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néhany adat is alatdmasztja, pl. a biopterint mindig teljesen redukalt formaban talaltdk meg a NO-
szintdzhoz kotve, tovabba a NO-szintaz rezisztens metotrexatra, amely gatolja a dihidropteridinek

visszaredukalasat, stb.[30].

A. N]Hz
C= NH2+
| BH4
NH + 02 ————)
| -Hy0
(CHj)3

I
HyN - CH - COCH
L-arginin

BH, + FMNH, — BH, + FMN

H,N - CH - COOH
NC-hidroxi-1.-arginin

NH, * NH,
| I
C-NH-OH C=0
| +0y) FMNH, |
NH +BHy ———> NH + NO
| -HyO,FMN |

(]CH2)3 ((«[Hz)3

HyN - CH - COOH
L-citrullin

FMN + FADH, — FMNH, + FAD

FAD + NADPH+H™ —» FADH, + NADP*
NADP* + malét < piruvat + CO, + NADPH + H* (almasav-cnzim reakcio)

B. NI Il\IIliz + ITHZ
1
(|?=NH2+ C-NH-OH C=0
l PysoFe?t, 0y 0.5 NADPH, BHy, O5 |
NH —— -3 NH NH + NO
| - HyO, Py5Fedt -Hy0,0.5NADPY, B, |
(CHy); (CHy)s (CHy)3

|
HyN - CH - COOH
L-arginm

BH, + FMNH, — BH, + FMN

HyN - CH - COOH
N*-hidroxi-L-arginin

!
HpN - CH - COOH
L-citrullin

FMN + FADH, — FMNH, + FAD

FAD + NADPH + H* — FADH, + NADP*
NADP* + malat < piruvat + CO, + NADPH + H* (almasav-enzim reakcio)

1. dbra. A NO-szintdz enzimek feltételezett hatdsmechanizmusa. Bl ill. BHy = tetra- ill. dihidrobiopterin.

Az NO-szintdz izolalasat 2'5'-ADP-Sepharose affinitdskromatografiaval végzik, azonban a
preparatumok sokszor jelentdsen veszitenck aktivitasukbol, valosziniileg atté! fiiggden, hogy a
tetrahidrobiopterint a tisztitds mennyire karositja[31-33]. A NO-szintazok ¢DNS-cik bazissorendjébsl
megéllapitott aminosav-szekvenciaja is ismert: a konstitutiv, kisagyi eredetli enzim(cNOS) egy
polipeptidlanca 1429 aminosavbdl all(molekulatomege kb. 155 kD), mig az indukathato, makrofag-
eredetii enzim(iNOS) polipeptid-lanca joval rovidebb, 1144 aminosavat tartalmaz(molekulatomege
kb. 130 kD). A kozel 300 amino-savnyi kiilonbség foleg az N-terminalis szakasz 223 aminosavanak
hianyabol adodik az iNOSban. Tobb kofaktor kotShelyét is nagy valosziniiséggel ki lehet
kovetkeztetni a szekvenciabol: a kalmodulin kotShely a ¢cNOS 725-750 (az iNOS 503-532)
aminosava ko6z¢é esik, a FMN-t a ctNOS 881-914, a FAD pirofoszfatjat az 1028-1040, izoalloxazinjat
az 1172-1181, a NADPH-ribozt a 1246-1265, a NADPH-adenint a 1344-1360-as aminosav-
szekvenciarésziet kotné meg[34]. Ezek a nukleotidkotd részletek egy domént képeznek, amely 30-40
%-ban homolog a NADPH-citokrom P5 reduktazzal. Az enzim tartalmaz egy, a citokrom P,5,-nel
kb. 50 %-ban homolog szakaszt is az N-terminalis vég kozelében, itt egy hem-koté régiot
feltételeznek, valamint ennek kozelében tobb olyan konszenzus-szekvenciat, amelyek foszforilalhatok.
Nem tudtdk még lokalizalni a tetrahidrobiopterin kotShelyét sem, amit az is magyaraz, hogy egyes
vizsgalatok szerint az agyi enzim nem sztochiometrikus mennyiségben hasznalja fel[30], bar minden
NO-szintaz igen specifikus a 6(R)-sztereoizomerre. A legkevesebbet a szubsztrat- ¢és inhibitor-
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kotdhelyekrol, valamint az esetleges alloszterikus regulacios helyekrdl tudunk, ezeket az enzimnek az
N-terminalishoz kozelebbi felében valosziniisitik. Erdekes, hogy az NO-szintaz aranylag jol bontja az
argininnél egy -CH,- csoporttal hosszabb L-homoarginint is, viszont éles sztereospecifitast mutat: a
D-arginin nem szubsziratja. Hasonloan specifikusak az enzim arginin-analdg gatlészerei, ezeknek is
csak az L-izomerjilk hatasos[24]. Ezeket a tényeket magunk is elemeztik az enzim-szubsztrat
kapcsolat kritériumainak meghatarozasa céljabol(l. alabb). Az enzim térszerkezetérdl is vannak
informaciok: az eddigi izoformak homodimereknek bizonyultak[35].

Az enzim aktivitasat tobb modszerrel is meg lehet hatarozni. A legaltalanosabban az NO azon
tulajdonsagat hasznaljak fel, hogy szabad gyok jellege miatt instabil és spontan eloxidalodik nitrit és
nitrat ionokka, a nitrit-ion pedig az un. Griess-reakcioval konnyen kimutathato, fotometridsan
kvantitative is meghatarozhato[36]. Az esetleges nitratot elézetesen nitritt¢ lehet visszaredukalni, igy a
teljes szintetizalt NO-val aranyos NO,~ mérheté. Ennek a modszernek szamos hatranya van: 1.
aranylag kevéssé érzékeny, a NO, -nek mikromélos koncentracioban kell jelen lennie; 2. mérhetd
mennyiségii nitrit keletkezése a szokdsos enzimaktivitds-mérésekhez képest hosszu idét(min. 10-12
oOra) igényel; 3. a nitrit csak intakt sejtekben képzddik, sejthomogenatumban nem hasznalhat6. Ezért
tobb mas modszert is felhasznalnak a NO-szintdz mérésére. Jelentdsebb enzimtartalom esetén
felhasznalhat6 a hemoglobin spektrumanak megvaltozasa NO hatasara[37]. A NO, mint szabad gyok,
fizikai modszerekkel is mérhetd, ezek azonban elégge koltséges miiszereket igényelnek[38]. Az utdbbi
néhany évben terjedtek el azok a modszerek, amelyek az NO-val ekvivalens citruilin mérésén
alapulnak[39,40]. Ez utébbi modszer alkalmazasanak feltétele az arginin(szubsztrat) ¢és
citrullin(termék) megbizhatd szétvalasziasa, amely elvben torténhet HPLC-vel(de meglehetdsen
koltséges), altalaban azonban valamilyen mas kromatografids modszert alkalmaznak. Ha az arginin
jelzett volt, a citrullin is jelzett lesz és mint termék mérhetd. A Ca2*-dependens enzimek esetén a
reakcié leallitaisa EGTA-val torténik, az independens enzimeknél magas koncentracioju jelzetien
argininnel. Mivel a NO-szintazok Ky-€rtéke argininre 2-10 uM koruli, a telitési koncentraciot jelzett
argininnel sem tal nehéz elérni.

Az NO-szintaz enzimek ko6ziil az indukalhaté forma kiilonos érdeklédésre tarthat szamot. Ez az
enzim elsdsorban makrofagokban talathato, ezt kionoztak is[34], de szamos mas sejtben (maj, uterus,
granulocitak) is kimutattak. Az indukcio elsdsorban endotoxinnal(LPS) és citokinekkel torténik{20-
22]. A bakterialis endotoxin hatasara 6nmagéaban nem jon létre komoly indukcio, azonban ha egyuttal
interferon-y-t is adnak, a nitrit(NO) szintézisc jelentdsen megnd. Az utdbbi ¢v jelentds sikerei kozé
tartoznak az indukcié molekularis bioldgiai vizsgalatanak eredményei. Egér makrofagok NO-
szintdzanak promoter régidjatol S'-irdnyban két olyan régiot talaltak, amelyek egyike az LPS-
indukcioval kapcsolatos transzkripcios faktorok(-48-tol -209 nukleotid pozicid)), masika pedig az IFN
y-indukcidval kapcsolatos transzkripcids faktorok(-913-t6l -1029 nukleotid pozicid) kotésére
alkalmas. Egyes transzkripcios faktorok képzédését a TNF-a indukalja. A citokinek és az LPS
szerepére az arginin-anyagcsere kapcsolatok targyaldsakor visszatériink. Maga az LPS kb. 75-sz6r6s
NO-szintaz aktivitds-névekedést eredményez, ezt az IFNy tovabbi 10-szeresére(750x) noveli[41].

A makrofagok csetében a NO-szintaz vizsgalatat és funkcidjanak értékelését bonyolitja az a
korilmény, hogy a makrofagok az arginint nem csupan NO szintézisére, hanem arginaz enzim(Ase)
szubsztratjaként is felhasznaljak[42,43]. Ezekben a sejtekben tehat a két enzim azonos szubsztratért
vetélkedne(2. abra). Bar az esélyek elsére nem tiinnek azonosnak, hiszen a NO szintaz Ky-je két-
harom nagysagrenddel alacsonyabb az arginazénal, szamos kisérlet eredménye utal arra, hogy az
arginaz jelenléte nem hanyagolhato el a makrofagok arginin-anyagcseréjének vizsgalataban.
Mindenekel6tt, egyes allatfajok valamint allatfajokon beliili torzsek arginaz és NO-szintdz termelése
nem azonos, raadasul az argindz aktivitas kevésbé van kitéve citokinek indukalé hatasanak. Az LPS
¢s a TNF ugyan ennek az enzimnek a termelését is fokozza, az interferon y esetén azonban azt irtak le,
hogy csokkenti az arginaz aktivitast("down-regulation")|44]. Kisérleti eredmények alapjan allithato,
hogy az arginaz-it a poliamin-szintézis irdnyaba vezetvén a tumor novekedésének, mig a NO-szintaz
ut a tumor elpusztitisanak kedvez. A két ut érzékeny egyensulyat az IFNy lokalis szintje is
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befolyasolhatja és a lokalis Om/NO arany igen fontos lehet a tumorellenes védekezés
hatékonysagaban[45].

Igen divatos témaro6l Iévén szd, a hazai, a kérdés irant érdeklédd kutatod f6 gondja, hogy hol Iehet
ezen a terileten még Gjat leirni, "labdaba rugni". A téma élvonalbeli kutatasaban nemzetkézileg is
aranylag kevés csoport képes érdeklédésre szamot tartd eredményt elérni. Munkacsoportunk még a
nyolcvanas évek végén, Antoni professzor vezetésével kezdett el a témaval foglalkozni, miutan ezt
megelézoen a makrofagok arginaz-aktivitdsanak vizsgalataban szereztunk tapasztalatokat. Ez utobbi
esetében a korai igéretes idészak utan megfeneklett a kutatas: a vilagon ezzel foglalkozok nem talaltak
meg az argindz-termelés fizioldgiai jelentdségét ¢s maig sem ismert, hogy a makrofag mire hasznalja
ezt az enzimet.

Eleinte els6sorban az argindz és a NO szintézis kozotti osszefuggésekkel foglalkoztunk.
Eredményecink koziil fontosnak tartjuk, hogy az argindz ¢s a NO-szintaz aktivitdst nem csupan
citokinekkel lehet indukalni, hanem egerek és parkanyok peritoncumaban (els6sorban kazeinnel) in
vivo kivaltoit steril gyulladasokkal is. Ennek a mddszernek elénye, hogy nagyobb szamu sejthez
jutunk, nincs sziikség a rendkiviil koltséges rekombindns egér- vagy patkany-interferonra, hatranya
viszont, hogy az indukcié nem in vitro specifikusan adott, tiszta citokinnel, hanem a hasiiregb6l
eltavolitott sejtek keveréke altal termelt citokin-keverékkel torténik. Mindamellett a biokémiai
vizsgalatok céljara megfeleld mennyiségii €s enzimtartalmu kiindulé anyagot lehet igy kinyerni. Masik
fontos eredményiink, hogy specics-kiilonbséget talaltunk a két enzim termelésében: az egér
peritoncalis makrofagokban az argindz aktivitasa magasabb ¢€s nagyobb sejtszam szikséges a NO-
szintézis megindulasdhoz, patkany makrofagokban viszont magas NO,-termelés mellett az arginaz
aktivitas gyakorlatilag mérhetetlentl alacsony[46-48]. A késObbickben eclsésorban az arginin
szubsztrat forrasat illetve a NO-szintdz ¢s az arginaz szelektiv gatolhatdsagat kezdtik vizsgalni.
Kimutattuk, hogy az endotel sejtekben igen fontos citrullin-arginin visszaalakulas[49] makrofagokban
nem csupan kisebb mértéki[50], dec a makrofagok magas proteolitikus aktivitdsa Iehelévé teszi
szamukra, hogy nem csak a szabad arginint(ennck koncentricioja a vérplazmaban igen alacsony, 70-
170 pM) tudjdk fethasznalni, hanem a peptidekbodl, fehénekbol is képesek szikség esetén
proteolizissel arginint mobilizalni{51]. A NO-szintaz néhany kompetitiv gatloszere mar ismert volt,
ezek féleg a guanidino-csoportban N-szubsztitualt arginin-szarmazékok(pl. metil-, nitro-, amino-
arginin)vagy pl. N-iminoetil-ornitin [52,53]. Kisérleteink egyik {6 teriiletévé valt annak vizsgalata,

poliaminck ‘
» Clt’

LT NO -
Orn . Argsucc
Glu
Pro urea
fehérjék

2. dbra. Az arginin legfontosabb anyagcsereutjai makrofagokban. Ase = arginaz, NOS = NO szintaz.
A szaggatott nyilakkal jelolt utakat nem mutattak ki makrofagokban, igy az urca-ciklus csonka. Az
Orm-poliamin reakcioutat limfocitdkban korabban mar leirtak, az Om-transzkarbamildz hidnya miatt
az arginin utanpotlas részben citrullinbol, részben proteolizissel fehérjékbél torténik, valamint a sejt
kornyezetéb6l aktiv transzporttal veszi fel az arginint.

hogy a NO-szintaz és az arginaz mennyire szelektiven gatolhaté kilonbozé gétlészerekkel, tovabba
szamitogépes analizissel megprobaltunk olyan kozos szerkezeti sajatsigokat talalni az egyes
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inhibitorokban illetve a szubsztratokban, melyek lehetévé teszik egyrészt a kotésben esszencialis
strukturalis elemek definialasat, masrészt ezen elemek ismeretében szelektiv gatlészerek tervezését,
esctleg mar létezd vegyiletek szelektiv gatlo hatasanak prognosztizalasat. Ezen kisérleteinkben
megallapitottuk, hogy a NO szintizt kompetitive gatlo NC-szubsztitualt arginin-szarmazékok az
arginazra hatéstalanok, az L-homoarginin. amely az NO-szintdz szubsztratja, az arginiz szamara nem
az, az L-kanavanin viszont az arginazt még erésebben gatolja: ezek az eredmények arra utalnak, hogy
az arginaz aktiv helye szorosabban illeszkedik a szubsztrathoz, mig a NO-szintaz esetén - els6sorban a
guanidino-csoportot kotd részen lazabb az illeszkedés. A guanidino csoport befogadasihoz még
elfogadhatd méreteket, a gatloszereknek az argininhez viszonyitott konformdcids eltéréseit
szamitogépes modszerrel hataroztuk meg. Megallapitottuk tovabba, hogy az arginin-analogok koziil
csak az L-sztereoizomerek hatdsosak és az a-amino és -karboxilcsoport jelenléte egyarant
szitkséges(3. abra, [54}).

NH,
NH, (,! =NH NH, NH, NH,
(]3=NH xiH C|=N-CH3 L|“=N-tozil (|:=NH
ILH c:) I\}fH N%i N:H
|

(CHz)3 (Cle)z (Cih'zb <(|3H2 )3 (ICH2 )3
|
HyN-CH-COOH H;N-CH-COOH HpN -CH-COOH HyN-CH-COOH  HO-CH-COOH
L-arginin L-kanavanin NO.metil-L-arginin ~ NO-tozil-L-arginin ~ L-argininsav
arginaz szubsztrat ~ Ase és NOS gatloszere  csak a NOS gatloszere  sem az arginazt sem NOS-t nem gatoljak

3. abra. Az arginaz és NO-szintiz kompetitiv gatlasahoz sziikséges csoportok az arginin-analégokban:
a-amino és -karboxil, tovabba az NG-szubsztituens mérete nem lehet akkora, hogy a guanidino-
csoport felszine a 180 A2t elérje. A kotés szempontjabol kedvezd csoportok kovér, a kedvezétlenek
délt betiikkel vannak szedve.

Ezen az uton tovabblépve az argininnel rokonsagban nem allé aminosavak arginaz- ¢s NO szintaz
gatl6 hatasat is szisztematikusan végigvizsgaltuk. Szamos a-L-aminosav erdsen gatolja kompetitive az
arginazt(ornitin, valin, leucin, norvalin stb.), ezek kozil az omitinnek, mint az argindz reakcio
termékének, szabalyozo hatdsa is lehet. Az emlitett aminosavak ugyanekkor az NO-szintazra
hatastalanok. Ez utobbi enzimet néhany aminosav-szarmazék gatolta, pl. a putreszcin, spermidin és az
L-valinol. Az eredmények szamitogépes kiértékelésével arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
arginaz aktiv centruma legalabb 6t kiilonbozd kotShellyel rendelkezik, amelyek kozil legalabb
haromnak megfelel6 kotd csoportnak kell jelen lennie ahhoz, hogy egy vegytilet gatloszer legyen. Ezen
sajatossagok koziil esszencidlis egy L-a-helyzetii karboxilcsoport, valamint egy, az a-helyzeti
szénatomon két vagy harom harom szénatom hossziisagli apolaros lanc(mely lehet elagazé is). Ezen
kiviil vagy egy a-helyzetii aminocsoport, vagy egy, a d-szénatomon elhelyezkedd N jelenléte is
szitkkséges, valamint stabilizalo hatasu lehet egyes polaros oldallanc-csoportok jelenléte(keto,
szulfhidril stb.). A talsdgosan hosszi apolaros lancrészlet kedvezétlen a kotés szamara, mert az erésen
polaros guanidino-N kétShelyére esik az e-szénatom(L-norleucin, e-aminokapronsav, 4. abra[55]).

Az NO-szintaz aktiv centrumara vonatkozoan ezek a kisérletek nem adtak 1ijabb informaciét, mivel
az uj gatlészerek valosziniileg nem oda, hanem valamilyen feltételezett alloszterikus helyre kétodnek.
A fentick alapjan tovabbi kutatsainkban is els6sorban a kulonbozé arginin-analogok és egyéb
gatloszerek vizsgalataban, az arginin-transzport és az NO-szintézis kapcsolatanak tanulményozasaban
latunk fantaziat, mivel ez utdbbi kevéssé ismert. Erdekes osszehasonlité vizsgalatokra ad lehetdséget
az NO szintaz izoenzimek eltér gatloszer-érzékenysége is. A gatloszerek vizsgalata igen fontos,
hiszen terapias célbol maris probalkoznak a NO szintézis befolyasolasaval: magas arginin-adagokkal



sikeriilt in vivo kisérleti allatokban értagité hatast és ezzel a magas vémyomas csokkentését elémi,
mig NO-metilarginin segitségével érsziikités, kovetkezésképpen vérnyomasemelés érhetd el[56].
Utobbinak nagy jelentdsége lehet a bakteridlis endotoxinok altal okozott szeptikus sokk
kikiiszobolésében, amely valosziniileg éppen az LPS(endotoxin) altal indukalt magas NO-szintaz
aktivitassal és a kovetkezményként beallt vérnyomas-zuhanassal magyarazhato. Kisérleti terveinkben
szerepel az arginaz/NO szintdz alternativ reakcioutak enzimgatlokkal és az indukciot gatld szerekkel
torténd befolyasolasanak hatdsa az NO szintdz citotoxikus funkcidira, elsésorban tumor- és
parazitaellenes hatasait szeretnénk kooperdcioban is vizsgalni. Ennek elvi alapjat a két reakcidut
termékeinek a tumor fennmaradasat illetve elpusztitasat ellentétesen befolyasolé hatasa adja[45].

NHy NH,
|
C=NH C[H2
l
NH II\IH2 Cl =0 CJ“I 3 N(HZ
|
(CHy)3 (‘lfﬂz)s (iﬂz (€l ( cziq 24
| .
HyN-CH-COOH  HpN-CH-COOH CH-COOH HpN-CH-COOH  CH-COOH
L-arginin L-ornitin S-aminolevulinat L-norleucin g-aminokaproat
arginaz szubsztrat arginaz-gatloszerek arginazt nem gatoljak

4. dbra. Az arginaz kompetitiv gatlasahor sziikséges csoportok: o-amino és -karboxil, optimalisan Cy
apolaros lanc, a 6-guanidino-N-nek megfeleld pozicidban N-tartalmi csoport(-NHy), valammt
preferencialisan a 4. szenatomnak megfeleld helyen polaros csoport(pl. keto, -SH). A kovér és doblt
betﬁk magyardzatat 1. a 3. abrandl.
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Napjainkban egyre tébb sz6 esik a magyar nyelv, ezen beltll a magyar tudo-
manyos nyelv helyzetérsl, allapotarél. A megvaltozott politikal és gazdasagi ko-
ralmények kozott nyelviinkbe rengeteg idegen — elsdsorban angol — elem (idegen
sz6 és idegenes szerkezet) kertl bele. Ez természetes folyamat, amelyet nem aka-
runk (de nem is tudnank) feltartoztatni. Ez azonban nem jelentheti azt, hogy
akar jottanyit is engedjink abbél a nyelvi-stilisztikai igényességbél, amelyet nagy
elédeink: Szarvas Gabor, Simonyi Zsigmond, Barczi Géza, Lorincze Lajos é€s a tébbiek,
a valasztékosan és magyarosan fogalmazé természet- és tarsadalomtuddsok nemze-
dékei hagytak rank érokual. Az 1j fogalmakat és az 8ket jeldl6 szavakat, kifejezéseket
nyitott szivvel és elmével, eloitéletek nélkul kell fogadni: de befogadni csak azokat
szabad, amelyek valoban gazdagitjak nyelviinket.

Az alabb kovetkezo cikkel folydiratunk aj rovatot indit. A rovat ciméul valasztott
szak(ma)gyar két dsszetevéje, a szakma és a magyar rovatunk keét {6 témakorét jelzi:
6sszevonasuk pedig azt, hogy e témakéroknek érintkezési, fedési savjaval, metszetével
kivanunk foglalkozni; végul a két sz metszetében (szo)jatékosan kiemelsdé ma arra
utal, hogy mindezt a mal nyelvallapot alapjan és szempontjabol tesszik.

Rovatunk f6 targykdre: a mal magyar tudomanyos nyelv és stilus, kiilénéds
tekintettel az idegen/nemzetkoézi/angol székincs benyomulasara. Ennek megfele-
I6en szivesen latunk cikkeket a szakterminoléogia, terminologizal(éd)as témakoré-
boél. Rendszeresen foglalkozni kivanunk a szamitogépes nyelvészet problémaival
is; hogyan befolyasolja a szamitogépes szovegszerkesztés elterjedése a mai magyar
irott nyelvet, kiléndsen a tudomanyos stilust?; hogyan fogalmazunk él6szoban,
szdvegszerkeszton és E-mailen (ez utébbinak még magyar neve sincs!); .gépesitheté™-e
a magyar elvalasztas?; a helyesiras-ellenérzé programok hasznalhatésaga; stb.

Az 4j rovat reményeink szerint ett6l a szamtol kezdve rendszeresen jelentkezik.
Szerzéinktol legfeljebb négy gépelt lapnyi terjedelmi cikkeket varunk a tudo-
manyos és szaknyelvi stilus témakdérébél, kiilénds tekintettel az Gjabban feltiin6
idegen elemekre, idegenszertiségekre, illetbleg ezek magyaritasanak lehetdségeére. A rovat
jellegébol fakad, hogy nemcsak nyelvészektdl kértink és varunk cikkeket, hozzaszélasokat,
hanem mas tarsadalom- és természettudomanyi tertiletek képviselsitol is.

Kemény Gdbor
a rovat szerkesztdje

Magyar Tudomany 1995, 1. szam
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A magyar tudomanyos nyelv védelmében

Nagy érdeklodéssel olvastam Szentgydrgyl Zsuzsa cikkét a Magyar Tudomany
szeptemberi szamaban. A nyelvhelyesség kérdéseinek vizsgalata természetesen
allandé feladat, a Magyar Tudomanyban is szamos dolgozatban és hozzaszélasban
foglalkoztak ki1lonbdzé vonatkozasaival az elmult években. Ma azonban talan ége-
tobb a probléma, mint korabban barmikor, eilsésorban az angol eredetii miiszavak
mértéktelen — és sokszor teljesen felesleges — témeges atvétele miatt. De nem
csupan ezért. Mieldtt a miiszavak kérdését taglalnam, arra szeretnék ramutatni,
hogy a tudomannyal foglalkozoknak sokkal inkabb kellene térekednisk a kika-
szobolhetd idegen szavak hasznalatanak elkertilésére, mint a kdznyelvben, éppen
azért, mert a tudomanyos nyelv amugy is sok idegen eredetii kifejezés rendszeres
alkalmazasat kéveteli meg. A kdznyelvben is felesleges példaul a maximdlis jelzd
hasznalata az egyenértéku teljes, vagy legnagyobb mértékii helyett, de magyar
nyelvii tudomanyos szdvegben szinte bicskanyitogatéan hangzik. Még inkabb ez
a helyzet, ha példaul a magyar szévegben tentativ all az ideiglenes helyett.

Azt hiszem, hogy az idegen szavak atvételével vagy helyettesitésével kapcso-
latban tulajdonképpen nagyon egyszer( altalanos szabaly fogalmazhato meg. Meg
kell fontolnunk, hogy az adott szénak van-e magyar megfeleléje, ha igen, nem
kell tovabb okoskodnunk: azt kell hasznalni. Ha nincs nyelviinkben kézvetleniil
adodé megfeleldje, akkor megfontolandd, hogy van-e a magyar szokincsnek olyan
eleme, amely felruhazhato az 4j jelentéssel. A szazad elsé felében a sportnyelvben
szamos olyan magyar kifejezés honosodott meg, melyre korabban az angolbol
szolgaian atvett szot hasznaltak. Elegendd a szdgletre (cornmer) és a lesdallasra
(off-side) utalnunk. Megmaradt példaul a magyarosra atirt gél, mert a magyar
nyelv ebben a jelentésében nem tudja befogadni szétari egyenértékujét, a célt.
Ha nem talalunk alkalmas magyar megfelelét, akkor meg kell vizsgalnunk, hogy
az angol vagy mas él6 nyelvben szereplo uj jelentést kifejezés milyen eredeti.
Ha latin vagy gérdg, akkor a magyar nyelvbe ennek megfeleléen kell beilleszteni,
és csak akkor veendd at a modern nyelvbdl eredeti formajaban, ha az masképpen
nem lehetséges. Az ilyen esetekben keét lehetoség van. Vagy teljesen meghagyjuk
eredeti formajaban, de ilyenkor idézojellel vagy eltérd betiitipussal kell jelezntink
idegen voltat, vagy hangzasaban, szoképzésében bele kell illeszteni nyelviinkbe.

Szamos sz6 esetében a magyar nyelv kinal megfeleldt. Példaul a Szentgydrgyi
Zsuzsa altal lefordithatatlanként emlitett proceedings esetében a munkalat pon-
tosan kifejezi azt, amit kell. Elegendé utalnunk a Magyar Orvosok és Termé-
szetvizsgalok Vandorgytiléseinek Munkalataira; sok kétetikk becses tudo-
manytdrténeti dokumentum. Mas kérdés, hogy szamos proceedings esetében az
angol sz6t nem hasznaljak pontos jelentésének megfeleléen: igen gyakran nem
egy konferencian elhangzott eldadasokat és vitdkat, hanem pusztan az eléadasok
szbvegét vagy éppenséggel azok kivonatat koézlé kiadvanyokat illetnek vele.

Magyar Tudomany 1995. 1. sz&m
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Néhany évtizede fedeztek fel olyan molekulakat, melyeknek sajatos voltat az
angol cluster széval kivantak kifejezni. Ezt a magyarba a flaszterre veszedelmesen
emlékeztetd klaszter formaban vettek at. Nyelviinkben két szép megfeleloje is van
a clustemnek: a raj és a fart. Az adott helyzettdl faggdéen az atomraj, atomfiirt,
illetve molekularqj vagy molekulafirt tokéletesen kifejezé, s6t arnyaltabb megfelelsje
lehet az angol kifejezésnek.

A tudomanymetria alkalmazasaval kapcsolatban teljesen altalanosan, de fe-
leslegesen, nem is mindig valodi jelentésének megfeleléen hasznaljak az impact,
illetve .magyarosan™ impakt, tovabba az impact factor kifejezéseket. Magyar meg-
felelojuk a hatds, illetve a hatastényezd. Lehetséges, hogy ha a magyar szavakat
hasznalnank, nem fordulna elé olyan gyakran téves jelentésben valé alkalmazasuk.

Egyre gyakrabban hasznaljak a know-how kifejezést. Ez valéban érzékletes, de az
adott helyzettol figgbéen a miként (esetleg a hogyan és miként), vagy pedig a Bolyki
Janostol hallott fortély pontosan kifejezheti az angol terminus jelentését.

A szamitastechnika rohamos fejlédése kiléndsképpen hozzajarult az angol mii-
szavak tomeges atvételéhez. Hatborzongaté pl. a szévol egyre gyakoribb hasznalata,
pedig a magyar megoéuvni ige ebben az értelemben pontos megfeleloje az angol to
save-nek. A szinte teljesen altalanosan hasznalt input és output-nak majdnem
minden esetben tokéletes megfeleloje a bemenet és kimenet.

Szinte érthetetlen, hogyan kerult az utébbi években altalanos hasznalatba a
PhD (piécsdi!) rovidités. Az egyetemi doktori fokozat megjeldlésére csak az Egyesilt
Allamckban alkalmazzak a Philosophical Doctor réviditéseként. Az eurépai allamok
egyikében sem honosodott meg sem a kifejezés, sem a réviditése. Magyarorszagon
korabban a bélcsészdoktor megjel6lést hasznaltak a tudomanyegyetemeken, és a
mérndkdoktor vagy a mitegyetemni doktor megjelélést a Mdegyetemen szerzett egye-
temi doktori fokozatra. Ma mar igencsak 6don és pontatlan kifejezés a bolcsész-
doktor — bar pontos megfeleléje a philosophical doctornak —, hiszen a filozofia
ma mar korantsem azt jelenti, mint évszazadokkal ezelstt. Ertelmetlen és félre-
vezetd egy kémiai, fizikai, nyelvészeti stb. kérdésrol készitett értekezést .filozofiai
doktori értekezés™-nek nevezni. Ma az egyetemi doktor megjelslés a pontos; mellette
fel lehet tintetni azt a tudomanyszakot, amelyre éppen vonatkozik. Sajnalatos,
hogy a PhD még a vonatkozé magyar térvény szévegébe is bekertilt.

A magyartalansagnak nem az idegen szavak felesleges alkalmazasa az egyediili
forrasa. Vannak szavak, melyeket teljesen elkoptatott gyakori hasznalatuk. Ilyen
példaul a biztosit és a rendelkezik. Egy anyagnak tulajdonsagai vannak, nem
pedig rendelkezik veltik! Felfoghatatlan szamomra, miért mondjak és irjak(!) unos-
untalan azt, hogy jelen pillanatban, vagy a bargyt per pillanat-ot a teljesen egyen-
értéktt most helyett. Sajnos nagyon gyakran mondanak és irnak magast nagy,
illetve alacsonyt kis vagy kicsi helyett. Gyakran keverik 8ssze a hanyt a mennyivel.
Csak a kirivé példak sorat oldalakon keresztil lehetne folytatni.

A helyes nyelvhasznalat feltétele a megfelelé szakmai és altalanos miiveltség, a
szellemi készenlét a hatalmas magyar szokincs alkalmazasara; legnagyobb ellensége
pedig a nem teljesen tisztazott fogalmak hasznalata és a gondolkodasbeli restség.

Beck Mihdly

Magyar Tudomany 1995. 1. szdm
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Ez a kotet méltd osszefoglalasa mindannak,ami a Prof szi-
letésének centendriumi iinnepnapjain Szegeden tortént.

Az -innepi megemlékezések fejezetében (I) a koztdrsasdgi el-
nok, a miniszterelndk, a mivelddési és kozoktatdsi miniszter, az
egyetem rektordnak, majd egykori tanitvanyok - J.Gergely, Diczfa-
lusi Egon, Andrew G.Szent-Gyorgyi, W.H.F.Mommaerts és Guba Ferenc
koszontd leveleit és diszbeszédeit olvashatjuk (1-42.0.)

A tudomdnyos ilések fejezete (II) Dux L&szldé oktatdsi rektor-
helyettes megnyitdja utdn a kdvetkezoket cSleli fel :

G.Fodor : The Role of Albert Szent-gyorgyi in the Progress of
Organic Chemistry. (43-52.0.)
L.Ernster : Developments of Concepts in Bioenergetics:
A Tribute to Albert Szent-Gyorgyi. (55-74.0.)
Dirk Pette : Plasticity of Myofibrillar Protein Expression (75-91)

A.N.Martonosi : Muscle Biochemistry : The Harvest of Fifty Years.
(93-118.0.)
P.Venetianer : The Szent-Gyodrgyi Heritage : Szeged, the Fortress

of Molecular Biology (121-125.0.)
E.Diczfalusi : World-Population and Reproduction Health
vadis homo sapiens ?

Az emlékkiadvany magas 521nvonalu nyomdai el6dllitdsa Jo
gsszhangban tartalmdval. bd)

: Quo
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SZENT-GYORGY! ALBERT EMLEKEZETE
REMEMBERING ALBERT SZENT-GYORGY!
MEMORIAL ADDRESSES

at
Albert Szent-Gyorgyi's Bust in the Pantheon of Dém Square

Andrew G. Szent-Gyorgyi

Brandeis University
Waltham, USA

Albert Szent-Gy6rgyi was born one hundred years ago and died as a young man
at an age of ninety three. His love of life, vitality, energy, warmth, sense of humor
and courage was legendary. He stood by his convictions and could not be
silenced. His science was the focus of his life but his worry was the worry of
whole mankind. His scientific work in Szeged deserved two Nobel-prizes. This
was discussed at the Symposium. His faith and character stays alive in his writ-
ings, his three short books: ,The Crazy Ape“, ,Science, Ethics and Politics®,
.What Next" and in his short, marvellous autobiography: ,Lost in the Twentieth
Century.” | will quote from these:

I quote from ,The Crazy Ape*:

~Science even has the kernel of the new religion which the modern mind is long-
ing for. All religions are based on the idea that there are forces greater than our
own, that we are not the masters but the fruits of creation. The greatest compli-
ment one can pay to a creative artist is not in words of praise but in the study
and appreciation of his creation. If there is a creator, the greatest homage we
can pay to him is the study, understanding and appreciation of his creation. This
is what science does, and if | am doing my research | have the feeling of per-
forming a divine service and feel as Haydn did about composing: he put on his
best clothes whenever he sat down to compose, as though he were in church.”

He writes in his autobiography, ,Lost in he Twentieth Century*:

., T0 me, science, in the first place, is a society of men, which knows no limits in
time and space. | am living in such a community, in which Lavoisier and Newton
are my daily companions; an Indian or Chinese scientist is closer to me than my
own milkman. The basic moral rule of this society is simple: mutual respect,
intellectual honesty, and good will.“

Kiadd/Editor: Dr. Frater Lorand
Kiadvanygondozas/Responsible editor: KREA Bt.
Kész(ilt: 500 példanyban 1994-ben.

Published in 500 copies in 1994.

ISBN: 963 7179 63 1
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The future of mankind worried him continuously, especially the possibility of an
atomic war. He writes:

.1 am troubled by grave doubts about the usefulness of scientific endeavor and
have a whole drawer filled with treatises on politics and their relation to science,
written for myself with the sole purpose of clarifying my mind, and finding an
answer to the question: will science lead to the elevation or destruction of man,
and has my scientific endeavor any sense?"

He was concerned that political thinking could not keep in step with the progress
in science. He writes:

.1 have touched upcn two facets of science, its ways of thinking and the tools it
creates. The danger of our days is that politics has run away with the toois, leav-
ing the way of thinking behind. The forces created by science can be handled
only by the mentality which created them. So if there is a way out it is not in sup-
pressing, but in spreading science lill scientific thought becomes sufficiently
strong to create its own word order.”

Then later:

» The basic prescript of science is this : If you have a problem, meet it as such -
as a problem collect data and then try to find the best of solutions with a neutral
mind, with a cool head, unbiased by sentiment, hatred. fear or profit. with an
uncompromising intellectual honesty, with good will and equity.*

Itis well known that Albert Szent-Gydrgyi never hid his opinion, his stand during
the Second World War nearly cost his life. It is not by accident that he chose as
a motto of his book ,What Next" the line of the Hungarian poet, Mihaly Babits:

»among brigands the silent is an accomplice".
He quotes Abraham Lincoln in his book: ,Science, Ethics and Politics®

JIf democracy means a government of the people, by the people and for the
people, and if we are the people, then we are all responsible for our govern-
ment; which has to represent us and our opinions. This implies that we all have
to take a stand in all vital issues as conscientiously as if our opinion would
decide the issue.”

He struggled for peace and fought against militarism. In ,What Next* he writes:
.One death is a tragedy, thousand of deaths are statistics* .

Later:
~War in the cosmic age is different: the bystanders will be killed too, and all

mankind will be wiped out. No powers have the right to do this just to settle their
private quarrels. The planet is not their private property. It is the common prop-
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erty of all mankind, and so are its atmosphere and its oceans, and nobody has
the right to pollute them.*

Then later:
Jtis time to place a sign on our little space-ship:

Playing with atornic bombs and polluting is strictly forbidden, maximum occu-
pancy 3 1/2 billion persons”.

He saw the future in education and in youth. He believed in an education which
consisted not in an ,endless cramming, instead of inculcating a critical mind”. His
hope in young generation was demonstrated during his year as rector of the
University of Szeged during which the positive creative energy of the students
exploded and found expression. The present participants could describe this
more fully.

He also writes in ,What Next*:

Another foundation on which we can build a better new world (without which no
new betier world can be built), is decency, good will. human understanding and
solidarity, the knowledge that we are all members of the same race, depending
on one another. We cannot all love each other, but we can respect each other.
This. together, is, | think, what the youth calls love®, in political relations. | am
deeply convinced that the best policy, in the long run, is fairness, good will, and
honesty, while trickery and double talk defeat themselves.”

Albert Szent-Gyoérgyi was a citizen of the world who worried of the fate of
humanity but never forgot the land of his birth. The eighty-year-old scientist said
in a television interview he gave in 1973 during his visit to Hungary that the
greatness of a nation is not determined by the number of his armies, the strength
of his arms, but by his contribution to science, arts and culture. Thus Hungary
could become a great power.

I quote from ,The Crazy Ape*:

(What) ... will decide a nation’s standing but the sum of its knowledge, its ethics,
the gifts it makes to mankind, the happiness it gives to men, the measure in
which it lifts human life.”

One hopes and trusts that the country of his birth will listen to the words of Albert
Szent-Gyorgyi and will prove his optimism. It is with this hope that | lay this
wreath.
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magyar szarmazasu Nobel-dijas
tudosunk nevét

Az amerikai és magyar zdszldval diszitett nagy teremben a Prof
hangja videofelvételrdl szs8lt az lUnnepség résztvevdihez

«Egy orszéag nagysdga attdl figg, hogy mennyiben jdrul hozzd a kozos embe-
beri értékekhez. En mint magyar ember azt kivdnom, hogy Magyarorszag a nagyha-
talmak kozé tartozzon és legyen mindenben nagy,amiben egy kis orszdg nagy lehet.
Es erre minden adottsdg megvan,csak a szellemi életet kell tdmogatni és nem
szabad elvédlasztani nemzeti mivoltunktdl, attél, hogy magyarok vagyunk."

Az iskolanap programjat dr.Kajati Istvdnné igazgatd kdszontdjde
nyitotta meg. Az alapitdé okiratot Tarldés Istvdn Obuda-Békasmegyer
polgidrmestere adta &t. Marcia Szent-Gydrgyi és Stephen Taylor, az
USA Magyarorszagi Nagykovetsége tudoményos attaséjdnak idvizl6 szavai utén
dr.Nagy Ferenc,az OMIKK fétandcsosa szdlt Szent-Gydrgyi Albertrol.
Az iskola egyik kisdidkja szavalattal, énekkara a Psalmus Humanus
két részletének eldaddsdval emelte az ilnnep fényét, amelyet a Prof
szavai zdrtak be.

A Szent-Gyorgyi Albert emlékkidllitdst dr.Zalldr Andor ny.kdnyvtédrigazgato
nyitotta meg.

Szent-Gyorgyi Albert:

Hatodik ima: Gyermekeink
/részlet/

" ... Uram! Ovd meg gyermekeinket !
Ovd meg lelkiiket,

Hogy az én romlottsagom ne ronthassa meg
Oket.

Ovd meg életiiket,

Hogy a fegyverek, melyeket masok ellen
kovacsolok, Gket el ne pusztitsik.

Hogy kiilénbek legyenek sziileiknél,

Hogy felépitsenck egy uj €s jobb vilagot.

Egy vilagot tele szépséggel, igazsaggal,

tisztességgel, és joakarattal.
Melyet béke és szeretet kormanyoz,
Mindorokke. "



