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Mivel a mai iilés az SZBK fennallasanak tizéves évforduléjat iinnepli,
talan nem indokolatlan, ha eldadisomat visszatekintéssel kezdem. Mikor a
mai nukleinsavesoport §se megkezdte a munkat Szegeden, azt a célt tilztiik
magunk elé, hogy egy bakterialis gént tisztan eldillitsunk. Sem a valasztott
baktérium — az Escherichia coli —,sem a valasztott gén(ek) — a riboszomalis
RNS-t kédolé gének — semmiféle gyakorlati haszonnal nem kecsegtetett.
Munkénkat kizarélag az motivalta, hogy gy gondoltuk: a génmiikodés sza-
balyozasanak mélyebb megértéséhez tiszta, izolilt, in vitro rendszerekre van
sziikség; a valasztott objektum technikailag hozzaférhetdnek latszott és elmé-
letileg érdekes problémakat vetett fel. Bar e kutatds potencialis gyakorlati
jelentdségét nem sikeriilt ésszerdien megindokolnunk, az intézet és az akadémia
megérts vezetése lehetdvé tette e munka elinditasit. Mai szemmel visszate-
kintve kezdeti prébélkozasainkra, azok legf6bb hidnyossidga, hogy nem tudtuk
a DNS-t meghatarozott pontokon, specifikusan hasitani. Ezt a feladatot a
restrikciés endonukleiz enzimek képesek elvégezni. Ezeknek az enzimeknek
— azdta Nobel-dijjal honoralt — felfedezése driasi lokést adott munkanknak.
A technika alkalmazéasat azonnal megkezdtiik, mielstt ezek az enzimek keres-
kedelmi forgalomba keriiltek. Ennek a gyors reakciénak koszonhet§en nem
ért késziiletleniill a hamarosan bekovetkezd két ijabb — az elmilt évben
szintén Nobel-dijjal jutalmazott — technikai-mdédszertani forradalom sem:
a DNS-klénozasi (génsebészeti) technika megsziiletése és a gyors nukleinsav-
szekvencia meghatarozasi médszerek kidolgozasa.

Mindezek a médszerek — hozzdszdmitva a kordbban kidolgozott hibri-
dizaciés és elektronmikroszképos technikdkat — olyan eszkoztarat adtak a
keziinkbe, amelynek segitségével sikeriilt teljesen megoldani a felvetett prob-
lémat, elérni az eredetileg kitiizott célt. Meghatéaroztuk az Escherichia coli
kromoszéméjan az rRNS-t koédolé gének szamat, pontosan feltérképeztiik
kornyezetiiket. Klénoztuk és izolaltuk az egyik rRNS gént, meghataroztuk a
szabalyozé régié teljes nukleotidsorrendjét (1800 bazispart) és az igy megha-
tarozott struktiirahoz elektronmikroszképos és in vitro transzkripciés vizsga-
latokkal hozzarendeltiikk a funkciét, sikeresen magyarazva ezzel a gén miiko-
désének bizonyos sajatossagait. Mivel errdl a munkarél az MTA tavalyi koz-
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gyiilésén mar beszamoltunk (9), a tovabbiakban nem fogok err§l beszélni.
Ugyancsak nem fogok bdvebben beszélni e technikak egyéb alapkutatasi al-
kalmazasairél. Csak megemlitem, hogy klénoztunk egy modifikdcié metilaz
enzimet kédolé gént Bacillus sphaericusbél (8), a gén szerkezetének felderitése
folyamatban van. Részt vettiink a Rhizobium meliloti nif gének klénozasaban
— err6l Kondorosi Adam elgadasiaban fognak hallani, és meghatiroztuk egy
mutans Drosophila gén szerkezetét is — err8l Gausz Janos el6adasaban lesz szé.

Az elmiilt években vilagszerte nyilvanvaléva valt, hogy ezek a mdéd-
szerek — amelyeket mindeniitt alapkutatassal foglalkozé laboratériumok
fejlesztettek ki — 4riasi potencidlis gyakorlati jelentdséggel rendelkeznek.
Ennek kovetkeztében mélyrehaté viltozas tortént az ilyen tipusi kutatasok
tarsadalmi és anyagi helyzetében. E valtozas jegyében a MTA fétitkaranak
és a Kébanyai Gyégyszergyarnak a meghizasabél munkacsoportunk is vallal-
kozott egy kozvetlen gyakorlati célt szolgal6 feladat megoldasara. E program
célja egy olyan baktérium konstrualasa, amely tartalmazza az emberi inzulint
koédolé gént és azt ki is fejezi, igy alkalmazhaté az emberi inzulin ipari fer-
mentéaciéval torténd elallitasara. A kovetkezfkben e munka allssarsl fogok
beszamolni, elgrebocsatva, hogy a haroméves programnak még csak az elsé
éve telt le, igy csak részeredményekrél beszélhetek.

A probléma gazdasagi jelentGsége az, hogy mig a cukorbetegek szama
vilagszerte, igy hazankban is rohamosan emelkedik, az inzulin iranti kereslet
novekedésével a hagyoméanyos termelés (sertéspankreaszbél) nem tud lépést
tartani. Ennek kovetkeztében az inzulin vilagpiaci ara az elmiilt két évtized-
ben megtizszerezddott és hasonlé iitemid aremelkedés varhaté a jovében is.
Magyarorszag jelenleg nem gyart inzulint, a teljes sziikségletet tékés import-
bél fedezziik. Meg kell jegyezni azt is, hogy a cukorbetegek mintegy 5%,-a
allergias a sertésinzulinra és varhaté, hogy ezeken a betegeken az emberi
inzulin segithet. Ez az igény indokolta, hogy a génmanipulacié ilyen céli
felhasznalasaval a vezet8 amerikai laboratériumok mar régen foglalkoznak
és a Genentech cég kutatéi mar be is szadmoltak sikeres eredményekrdl (3).
Az § altaluk konstrualt baktériumklén felhasznalasara az inzulin-vilagpiac
809,-at kezében tarté Ely Lilly cég dj gyarat létesitett. Természetesen a
baktériumtérzs elvben meg is vasarolhatd, sajnos, a cég tizmillio dollart kér
érte. Tekintve, hogy a mi munkank ennél lényegesen olcsébb, érdemesnek
latszik foglalkozni a konstrukciéval — természetesen egészen mas titon, mint
az amerikai kutatok.

Az emberi inzulin két polipeptidlancbél, 51 aminosavbél ill6 molekula,
amely tobb feldolgozasi 1épésen at a 110 aminosavbél allé preproinzulinbél
keletkezik. Ezt a fehérjét egyetlen gén kédolja. Mint az 1. dbran lathaté, az
eukaryota gének nagy részéhez hasonléan az inzulingén is tartalmaz kozbe-
iktatott szekvencidkat, dgynevezett intronokat (1). Ennek kiovetkeztében
az inzulingén kozvetlen atiiltetése a baktériumba nem jéarhaté it, mert az
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1. dbra. Az emberi inzulin génje és az inzulin bioszintézis vizlata

intronokban kédolt informaciét a baktérium nem tudja eltavolitani. Az at-
iiltetendd szekvencia a preproinzulin messengerben levé informacié. Elvileg
az volna a legegyszeriibb stratégia, hogy tiszta emberi inzulin-messengert
allitunk el§, majd err6l DNS masolatot készitink és ezt visszilk be a bakté-
riumba. Sajnos, emberi pankreaszhbél nem johet sz6ba a messenger tisztitasa,
mert a kiindulé6 anyag nem all rendelkezésre elegendé mennyiségben. Ez a
nehézség kikeriilhetd oly médon, hogy patkanybél tisztitunk inzulin-messengert,
ennek DNS masolatat klénozzuk és ezzel mint hibridizaciés prébaval azono-
sitjuk az emberi inzulint kédolé szekvencidkat egy tisztitatlan emberi pank-
reasz-messengerbél készitett din. klénbankban (2). Patkany inzulin-messenger
tisztithaté volna a Langerhans-szigetek kémiailag indukélhaté tumorjabél
(5). Sajnos e tumorok kifejlédése 1—2 év, erre nem akartunk vérni. Inkabb
egy olyan alternativ stratégiat vilasztottunk, amely felhasznalja mar azt a
szerkezeti informaciot, amely az elmilt év soran ismertté valt az emberi és
patkéany inzulingénrél.

Béarmely messenger-RNS-rél altalaban tdgy készithet6 DNS masolat,
hogy a szintézist végzd reverz transzkriptaz enzim a reakcidelegybe bevitt
oligo-dT molekuldkhoz épiti hozzd a DNS lancot és azért masol le minden
messenger RNS-t, mert ezek 3’-végénél levs poly A szakasz megkoti az oligo-
dT-t. Mi abbél indultunk ki, hogy ha oligo-dT helyett egy olyan kémiailag
szintetizalt oligonukleotidot alkalmazunk ,,primer”-ként, amely az inzulin-
messenger valamely részével komplementer, akkor még tisztitatlan messenger
esetén is az inzulin-messenger fog preferencialisan (vagy kizarélagosan) lema-
solédni. Az inzulinmolekula utolsé harom aminosavat kédolé harom tripletet
és a terminator tripletet valasztottuk erre a célra (TACTGCAACTAG), illetve
e szekvencia komplementerjét (CTAGTTGCAGTA). Ezzel egyrészt biztosi-
tottuk, hogy a teljes kédolé szekvenciat lemasoljuk, masrészt ez a szekvencia

MTA Biol. Osst. Koal. 24 (1981)



320 VENETIANER PAL

kozos patkdnynal és embernél (2, 6), tehat mindkét esetben alkalmazhaté.
A kémiai szintézist Simoncsits Andras (SZBK Genetikai Intézet) végezte a
médositott triészter médszerrel (7).

A részlegesen tisztitott messenger-RNS preparalasat Dedk Ferenc vé-
gezte el. A médszer lényege: Langerhans-szigetek tisztitdsa patkany pankre-
aszbél, osszes RNS izolalasa a szigetekbdl denaturalé kézegben, majd a polyA-
végili messenger-RNS frakcié elvalasztasa oligo-dT-cellul6z kromatografia-
val (4).

A munka kévetkezd fazisait — ez Boros Imre nevéhez f{iz6dik — a 2. és
3. abra szemlélteti vazlatosan. Elsé lépésként a dodekanukleotid ,,primer”
5° végét radioaktivan jeloltiilk, hogy a reakciét konnyebben kovethessiik,
majd reverz transzkriptazzal, a jelolt dodekanukleotid ,,primer” felhasznala-
saval egyszali DNS masolatot készitettiink a messengerrsl. Mint a negyedik
abra mutatja, a ,,primer” val6ban specifikusan iranyitotta a reakciét, a Langer-
hans-szigetbdl izolalt messenger masolata egyetlen dominans csikot adott
pontosan az inzulin-messengertdl vart 390 nukleotid hosszisagi lancnak meg-
felels helyen. Osszes pankreasz-messenger hasznalata esetén is megtalalhaté ez
a csik, de ilyenkor természetesen jéval komplexebb a termék.

A kovetkezd 1épésben, az RINS eltavolitasa utan az egyszald DNS-t DNS-
polimeraz segitségével kettds szaliva alakitottuk, majd a kétszali DNS-t a
3. abran lathat6é klénozasi séma kiovetelményeinek megfelelen ,,méretre
vagtuk”. Ez annyit jelentett, hogy BamHI restrikciés endonuklazzal hasi-
venciajat kell tartalmazniuk. E szekvencia eléggé hasonlit az emberi inzulingén
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2. dbra. cDNNS szintézise az inzulin-messengerrdl, specifikus ,,primer”’-rel
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tottuk, amelyrdl tudtuk, hogy az inzulingén elején, a 3. aminosav utan kell
hogy hasitsa a DNS-t. A gén végét nem médositottuk. Ily médon feltételezé-
siink szerint az inzulint k6dol6 szekvencia egyik vége tin. ,,ragadés” vég, amely
konnyen kapcesolédhat mas, szintén BamHI enzim éltal generélt végekhez.
A klénozasra kivalasztott plazmidvektort ugyancsak BamHI enzimmel, illetve
a ,,tompa’ végeket generalé Hpal enzimmel emésztettiik, majd a két DNS-t
ligazzal 6sszekapesoltuk. Ligalas utan a plazmidot transzformacié iitjan vittitk
be az Escherichia coli sejtbe és a rekombinansokat ampicillinrezisztenciajuk
alapjan szelektaltuk. A rekombinansok tovabbi sziirésénél arra tamaszkod-
tunk, hogy az ismert szekvencia alapjan a patkany inzulingénben a 3’ végtdl
118 bazisparnyira van egy Smal restrikciés endonukleaz hasitéhely. Ismeretes,
hogy eukaryota DNS-ban igen ritkdn hasit a Smal, atlagosan 16 000 bazis-
parra esik egy hasitéhely. Mivel a hasznalt vektorban a Hpal helytdl 220
bazisparnyira szintén van egy Smal hely, a rekombinans plazmidokat egyen-
ként emésztettiik Smal-gyel és azokat valogattuk ki, amelyekbél az inzulin-
szekvencia alapjan véart 338 bazispar hosszisagi fragmentum hasadt ki Smal
emésztésre. Kb 300 klén atvizsgalasa utan 3 ilyet talaltunk (5. abra) és felté-
telezziik, hogy ezek tartalmazzik az inzulint kédolé szekvenciat. Ezt a felté-
telezést természetesen direkt DNS szekvenciameghatarozasnak kell megerd-
sitenie — ennek eredményérél sajnos még nem tudok beszamolni.*
Amennyiben feltételezésiink megerdsitést nyer, akkor e klénoknak az
elsé 11 nukleotid kivételével a patkany inzulin-messenger teljes kédolé szek-

* Ez a mondat gy hangzott el az eldaddson. Kézben megtortént a szekvenciavizsgilat
és ez igazolta a feltételezést. E klénok valéban a patkény inzulint kédol6 DNS-t tartalmaznak.
MTA Szegedi Biolégiai Kézpont Biokémiai Intézete.
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szekvenciajahoz, tehat mint hibridizaciés préba, alkalmas annak ,,felismeré-
sére”. A kis mennyiségben rendelkezésre all6 emberi pankreaszbél tehat nem
sziikséges Langerhans-szigetet tisztitani. Ha az 6sszes messengerbdl az elgb-
biekhez hasonlé médon DINS masolatot készitiink és klénozzuk, a rekombinan-
sok koziil e préoba segitségével valaszthatjuk ki a megfelelét. Hala tobb szegedi
és budapesti klinika segitségének, mar sikeriilt is emberi pankreaszbol messen-
ger RNS-t késziteni és, mint a 6. abra mutatja, a specifikus ,,primer’’-rel le-
masolva ebben a preparatumban is felismerhetd az inzulin DNS-nek megfelel
390 nukleotid hossziisagu lanc. A klénozas tehat elvégezhet§ lesz, amint meg-
erdsitést nyer a patkanybél szarmazé ,,préba’ szekvenciaja.

Pillanatnyilag itt tartunk. Eldadasom érdemi részének befejeztével, az
elmondottak alapjan hiarom gondolatot szeretnék hangsilyozni. Az els§: az
alkalmazott technikak hallatlan teljesitGképessége. Az eml8s genom informa-
ciétartalma koriilbelil 3 milliard bazispar, ebbél az inzulint kédol6 szekvencia
kevesebb, mint 500. A kl6nozas nanogrammnyi inzulin-messengerbdgl indul ki
és ebbél nyerhet§ milligrammos mennyiségben a klénozott DNS. A masik
dolog, amire fel szeretném hivni a figyelmet, hogy a ,,genetic engineering”
kifejezés mennyivel jobb, mint a génsebészet. Ezek a kisérletek ugyanis elvben
valéban mérnoki pontossaggal tervezhetdk, sét gondos munka és némi sze-
rencse mellett még sikeriilnek is. Végiil a harmadik gondolat: mar korabban
hangsilyoztam, hogy ezt a munkat az tette lehetgvé, hogy a bakterialis rRNS
génekkel dolgozva elsajatitottuk és helyenként tovabbfejlesztettik a modern
nukleinsav-kutatasi médszereket. Mindezeket a modszereket alapkutatassal
foglalkozé laboratériumokban dolgoztak ki, olyan kisérleti rendszerekben,
illetve olyan probléméakat kutatva, amelyeknek semmi koziik nem volt a
gyakorlathoz és a jovendd alkalmazashoz. A tanulsiagot talan nem is sziikséges
megfogalmazni.

Befejezésiil el szeretném mondani, hogy az inzulinprogram keretében
szamos alternativ stratégiat prébaltunk ki és fogunk alkalmazni a jévében is.
Ebben munkacsoportunk valamennyi tagja részt vesz és kiils§ segitséget is
igénybe vesziink. Az el6bb elmondottak egyetlen utat ismertettek, azt, amely-
ben eddig legmesszebbre jutottunk. Ezért szeretném felsorolni mindazon
kutatékat, akik — a korabban emlitettek mellett — ebben a munkaban részt
vettek: Aradi Janos (DOTE Biokémiai Intézet), Duda Ernég, Erdei Sara,
Fehér Zsigmond (DOTE Biolégiai Intézet), Fejes Erzsébet, Horvath Péter,
Kiss Antal, Kiss Ibolya, Kondorosi Eva, Sain Béla, Térok Istvan, Udvardy
Andor.
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