Milliardok versengése: iranyitott evolicié a fehérje-

tudomanyban

Competition of billions: directed evolution in protein science

Pal Gabor

Eotvoés Lordnd Tudomdényegyetem, Biokémiai
Tanszék, 1117 Budapest, Pazmany Péter sétany 1/C,
E-mail: palgabor@elte.hu

Osszefoglalas

Az élet molekularis szinti folyamatainak megér-
téséhez, részletesen ismerni kell a részt vev§ fehér-
jéket, és atomi szinten kell feltarni, hogy a fehérjék
mely részletei, milyen kolcsonhatdsokban, miként
teszik lehetévé az adott szerep ellatdsat. A megértés-
nek ilyen atomi szintli igénye hatja at a fehérjetu-
domany mtivelsit, akik DNS-technolégidkkal felvér-
tezve célzottan valtoztatjdk meg a fehérjéket, majd
nagy felbontésu szerkezetvizsgald és egyéb modsze-
rek birtokaban elemzik a médositasok szerkezeti és
miikodésbeli kovetkezményeit. Habar a fehérjemér-
nokség idestova hisz éve alatt hatalmas eredmé-
nyek sziilettek, az egyedi mutdcidkra alapozé hala-
das modfelett lassd. Sajat munkakon keresztiil azt
mutatjuk be, miként lehet alapvetS fehérjemérnoki
kérdéseket hatékonyabban megvélaszolni fehérje-
variansok millidrdjainak iranyitott evoldcidjaval.
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Summary

To understand the mechanisms of key role protein
life-processes, we need to identify the participat-
ing proteins, dissect the molecular interactions
and reveal in atomic details how individual pro-
tein residues contribute to the function.
Comprehension at such atomic details drives the
protein scientists. Armed with DNA technologies
these researches make targeted alterations in pro-
teins and study the structural and functional con-
sequences by high resolution techniques.
Although protein science has delivered great
achievements in the last 20 years, the progress
based on individual mutations is rather slow. In
this article I review some of our recent works to
illustrate how fundamental questions in protein
science can be answered through the directed
evolution of billions of protein variants.

A klasszikus fehérjemérnoki
megkozelités lehetGségei és korlatai

A puszta megfigyelést leszamitva minden vizsgélat-
ban szandékosan megzavarjuk a vizsgalt rendszert,
megfigyeljilkk, hogyan reagal. A fehérjék esetében
kezdetben csak az oldatkdrnyezetet (hémérséklet,
ionerd, kémhatés) lehetett valtoztatni, igy példaul
oldallanctoltések szerepére kovetkeztetni. KésSbb a
szelektiv kémiai moédositasok szdmos aminosavti-
pus szerepét tették vizsgalhatova. Kivételes esetek-
ben a kémiai mddositds célzott aminosavceserét is
lehet&vé tett [1]. Az attorést a molekuldris biologia
hozta: lehet6vé valt a fehérjegének klénozasa és
iranyitott mutagenezise [2,3], a fehérjék aminosav-
sorrendje ma mar tetszés szerint véltoztathato.

Ez hatartalannak ting szabadsagot, de egyben meg-
lep& korlatokat hozott. Kidertilt, hogy esély sincs a
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teljes szekvenciateret bejarni, mivel az praktikusan
végtelen. Egy 60 aminosavas kis fehérje esetén a
lehetséges egyedi aminosavceserék szama 1140.
Ennyi mutans génre, tisztitott fehérjevaridnsra és
egyedi mérésre lenne sziikség ahhoz, hogy feltarjuk
egy ilyen fehérje 0sszes pozicidjanak egyedi szerepét
és evoltcios lehetGségeit. Természetesen soha senki
nem végzett ilyen teljes vizsgalatot. Rdadasul, ha
nem egyedi, hanem kombinalt mutaciékban gondol-
kodunk, akkor a variansok szdma exponencidlisan
novekszik. Egy 60 aminosavas polipeptid &sszes
variansanak szama 2060, ami tOobb, mint a ma ismert
univerzumban létez Gsszes elemi részecske. A szek-
venciatér a maga teljességében tehat nem feltarhato.

Emiatt a kisérletekben mindig komoly kérdés, mely
poziciok hanyféle varidnsa késziiljon el. A vizsgala-
tok rendszerint korabbi ismeretek alapjan fontos-
nak itélt pozicidkra Osszpontosulnak, ismeretlen
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tertileteket ritkdn vizsgalnak. Ez a megkozelités
talan érthetd, de stlyos el6itéletektdl terhelt.

A kutatok elsSként egyszertinek igérkezd vizsgala-
tokat hajtottak végre: egy-egy enzim aktiv helyén
cseréltek le olyan oldalldncokat, amelyeket mas
vizsgalatok mar kulcsfontossaguinak josoltak. A
nyolcvanas években ilyen vizsgélatok indultak el a
tRNS szintetazok, szubtilizin, foszfofruktokinaz,
lizozim, RN-4z és a tripszin esetében, mely utobbi-
ba az ELTE Biokémiai Tanszék is bekapcsolddott
Graf Laszld vezetésével [4-9]. A mar eleve fon-
tosnak vélt poziciok mutaciéi azt sugalltdk, hogy a
fehérjékben ,minden mindennel &sszefiigg”, alig
akad funkciondlisan semleges mutacio.

Szisztematikus fehérjemérnoki vizsgala-
tok — a pasztaz6 alanin-mutagenezis

James Wells, a Genentech cég kutatdja, bevezette az
els§ szisztematikus mutageneziseljarast, a pasztazo
alaninmutagenezist (alanine scanning mutagenesis)
[10]: egyenként alaninra cserélve a vizsgalt oldallan-
cokat megmérték a mutdcié hatasat. Az alanin a
glicin utan a legkisebb aminosav, de szemben a
glicinnel, nem noveli lényegesen a f6lanc konforma-
ci6és szabadsagat. Egy alanincsere 18 aminosav
esetében a B-szénen kiviili részlet eltavolitasat jelen-
ti, igy az eltavolitott rész szerepét vizsgaljuk.

Elsként az emberi novekedési hormon (hGH) nagy
affinitasu (Site 1) receptorkotd felszinének Gsszes, 35
csoportjat vizsgaltédk. Ezt, az ezzel kolcsonhaté hGH-
receptor (hGHR) hasonlé méretti hormonkéts fel-
szine kovette [11,12]. E hatalmas munkdkban
egylittesen tobb mint hatvan egyedi alaninvarianst
termeltek, izolaltak és jellemeztek kotési tesztekben.
Munkéjuk gyiimdlcse az a nagy visszhangot kivaltd
felismerés volt, miszerint a térben szorosan illesz-
ked§ két felismerdhely oldallancainak csak negyede
jarul hozza produktivan a kotéshez. A tobbi alanin
cseréjének nincs érdemi hatdsa. A pozicionkénti

kotésienergia-hozzdjarulasokat a kotdfelszinekre
vetitve két kisméretli, egymassal komplementer
,forrd folt” (hotspot) képe jelent meg. Azbéta szamos
fehérje—fehérje kolcsonhatasban taldltak ilyen kon-
centrdlt kotési energiat. Egyik munkdm sorén,
amikor a Chicagéi Egyetem Tony Kossiakoff altal
vezetett intézetében a jeltovabbitas soran kialakuld
1:2 0Osszetételd hGH:(hGHR), hormon-receptor
komplexet vizsgaltuk, ilyen komplementer forrd
foltokat fedeztiink fel a két receptor kozotti interak-
cids felszinen is [13]. A kordbbi kép szertefoszlott,
kidertilt, hogy még olyan aminosavak is megvaltoz-
tathatok funkciéromlas nélkiil, amelyek szerkezeti
értelemben egy interakcids hely részét képezik.

A paros oldallanc-kolcsonhatasok
vizsgalatanak paratlan nehézsége

Egyedi mutacidokkal csak egyedi oldallanc-hozza-
jarulasok vizsgalhatdk, oldallanc-kolesonhatasok
nem. Enzimek esetében jol ismert az egytittmikodd
oldallancok kiemelkedd szerepe. Pédros oldallanc-
kolesonhatasok vizsgalatdra vezették be a dupla
mutacioés ciklus (double mutation cycle) eljarast [14].
Ha két oldallanc egymastdl fliggetleniil miikodik,
agy egyedi mutaciéjuk hatdsanak Osszege meg-
egyezik a dupla mutansra kapott hatas értékével.
Ha a dupla mutéci6 hatdsa kisebb vagy nagyobb az
egyediek Osszegénél, tgy a két oldallanc funk-
ciondlis kapcsolatban 4ll. A hGH kapcsan belathato,
hogy a paros variansokat igénylS projekt kivite-
lezhetetlen lenne, hiszen a 35 egyedi alaninmutans
mellett még 595 (35x34/2) paros alaninmuténs
eléallitasat és mérését igényelné.

Fehérjemérnoki taposémalom — mire
elég a tudasunk?
A Klasszikus kutatasok tovabbi korlatja a vizsgélatok

iterativ, ciklikus jellegébdl fakad. Korabbi ismeretek
alapjan hipotézist allitunk fel egy-egy fehérjerészlet

Pal Gabor 1990-ben, az ELTE TTK biolégus szakan végzett okleveles biologusként. Azéta az ELTE TTK
Biokémiai Tanszékén dolgozik, 2003-t6l egyetemi docens. PhD-fokozatat az ELTE Szerkezeti Biokémia
Doktori Iskoldban szerezte 1996-ban. 1998-t6] négy és fél évig posztdoktori Osztondijasként egyesiilt
allamokbeli tanulmanytton volt, mely sordn a kaliforniai Genentech cégnél és a Chicagéi Egyetemen
dolgozott. Amerikai munkaja sordn az emberi névekedési hormon és receptora kozott kialakuld
molekularis felismerések energetikajat kutatta klasszikus fehérjemérndki és iranyitott evolticiés
megkozelitésekkel. Hazatérte utdn az altala alapitott Iranyitott Fehérjeevoliicié Kutatdcsoportban is

bevezette a fagbemutatasnak nevezett evolicids eljarast. A csoportban olyan fehérje-kolesonhatdsok mechanizmusat
kutatjak, amelyek egyrészt alapkutatasi szempontbdl érdekesek, masrészt terapids alkalmazasi szempontbdl igéretesek.
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szerepérdl, egyedi mutdciéval megvaltoztatjuk azt,
majd 4j szerkezeti-funkcionalis vizsgélatokat kove-
téen elemezziik a hipotézis helyességét, és ha kell,
Gjabb hipotézist alkotunk. Altaldban nagyszamu
ilyen ciklus sziikséges még jol célzott kérdések
megvdlaszolasahoz is. Nem meglepd, hogy az utébbi
évtizedek intenziv kutatdsai ellenére is korlatozottak
a fehérjemiikddéssel kapcsolatos ismereteink. Ennek
illusztralasara és egy alternativ megoldas bemutatasa
céljabol végezziink el egy rovid gondolatkisérletet.

A szakavatott biokémikus olvasé egy pillanatra kép-
zelje el, hogy szervezetét veszélyes korokozo tamad-
ja meg, amelynek egy kulcsfontossdgu felszini mo-
lekulajat kellene szelektiven blokkolni ahhoz, hogy a
kérokozé el ne szaporodjon. Vajon elegendd tudas
all-e az olvas6 rendelkezésére ahhoz, hogy a klasz-
szikus fehérjemérnoki fegyvertar dsszes elemét be-
vetve egy-két hét leforgasa alatt kifejlesszen egy
szelektiv kotésre képes fehérjét? A valasz minden
bizonnyal nem. Ugyanakkor tudjuk, hogy immun-
rendszertink rutinszertien, nap mint nap megbir-
kozik ugyanezzel a feladattal, par hét alatt csoda-
latos blokkol6 fehérjéket kifejlesztve gyakorlatilag
barmilyen idegen molekula ellen. Csakhogy az
immunrendszer nem az emlegetett séma szerint m-
kodik. Egyenkénti mutacidokon alapuld, iterativ fej-
lesztés helyett az immunrendszer a blokkol6 fehérje,
vagyis az ellenanyag-molekula mintegy 100 milli6-
nyi varidns seregével ,fogadja” a betolakodét. Min-
den varidns mas-mas B-sejt-klon felszinén jelenik
meg receptorként, és azok a klénok szaporodnak el,
amelyek hatékonyan kotédnek az idegen fehérjéhez.
A szelektiv kotésre képes fehérje tehat egy hatalmas
variansseregb6l, evoliciés folyamatban szelektalo-
dik. Ennek a sémdnak az analégidjaként vezette be
George P. Smith a fagbemutatés (phage display) néven
ismertté valt eljarast, amely lehet6vé teszi fehérjék
irdnyitott in vitro evolucidjat [15].

A legeredményesebb in vitro evoliicids
megkozelités — a fagbemutatas

A fagbemutatas (1. dbra) soran az evolticiéba bevont
fehérje génjét egy bakteriofdg burokfehérjegénhez
kapcsoljuk. Igy olyan fiiziés fehérje keletkezik,
amely beépiil a fag burkéba. A fagrészecske a belse-
jében hordozza az idegen fehérje génjét, mikdzben
a kiilsején megjeleniti az idegen fehérjét. A fehérje
és annak génje a fagon keresztiil fizikailag kapcsolt.
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A fehérje iranyitott evoliciéjdhoz a gén altalunk
pontosan megszabott kodonjait véltoztatjuk meg.
Egyszerre szamos kodont is megvaltoztathatunk
szintetikus oligonukleotidok keverékén alapulé
kombinatorikus mutagenezissel [16]. Egyszerre
szabjuk meg a mutéciok helyét és a pozicionkénti
variabilitast. Tébb millidrd varidnst tartalmazoé
DNS-konyvtarat hozunk létre, amelyet baktériu-
mokba juttatva létrejon a fag—fehérje konyvtar.
Minden fag csak egyfajta fehérjevaridnst jelenit
meg, és csak annak a génjét hordozza. Igy egy, a B-
sejtekkel szoros analégiat mutaté rendszer jon létre.
A fagbemutatds azonban szamos komoly elénnyel
bir: a konyvtar variabilitasat kizarélag a kutato ha-
tdrozza meg, nem valamilyen bonyolult sejtfiiggd
mechanizmus; a varidnsok szama lényegesen meg-
haladhatja a B-sejteken megjelend ellenanyagokét;
barmilyen baktériumban termelhet§ fehérjével dol-
gozhatunk; és végiil a szelekci6 is a kutaté altal
kontrollalt, in vitro médszerekkel zajlik.

Az evolici6 soran mutansok egyenkénti vizsgalata
helyett tobb millidrd kisérletet végziink parhuza-
mosan. A megfelelének bizonyult fag—fehérje vari-
ansokat a fizikailag kapcsolt gén szekvendlasaval
azonositjuk. Egyedi mérések helyett a funkcidsze-
lektalt klénok szekvenciaanalizisével deritjiik ki,
hogy a funkci6 ellatdsat milyen aminosavsorrendek
teszik lehet6vé.

Mutansok millidrdjaival dolgozunk, ami az egyedi
mutdciokhoz képest hatalmas szdm. Mégis okosan
kell gazdalkodnunk a konyvtar tervezésekor. Mint
lattuk, egész fehérjék teljes varidlasa nem lehetséges.
Az oszd meg és uralkodj elvét kell alkalmaznunk.
Ha egyszerre sok poziciot akarunk vizsgalni, akkor a
szekvenciateret osztjuk csoportokra, tehat a 20 féle
aminosav helyett csak egy kis hanyadot engediink
meg, szélsséges esetben példaul csak kettét. Ha vi-
szont mind a 20 féle aminosavat meg akarjuk enged-
ni, akkor valamilyen atgondolt elv alapjan a fehérje-
poziciokat osztjuk fel csoportokra. A millidrdnyi va-
rians 6-7 pozici6 teljes feltarasara elegendd.

Sorétes pasztaz6 alaninmutagenezis

Sachdev Sidhu, kordbbi munkatidrsam a Genentech
cégnél, kifejlesztett egy modszert a klasszikus pasz-
taz6 alaninmutagenezis kivaltasara. A sorétes pasz-
tazé alaninmutagenezisnek (shotqun alanine scan-
ning) keresztelt eljarasban egyedi mutéaciok helyett
kombinatorikus sémét alkalmazott. Az els$ ilyen
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szaporitas baktériumban
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munkaban a ndvekedési hormon Site-1 teriiletén
egyszerre 19 poziciét varialt binaris médon a vadti-
pust és alaninoldalldncot 1:1 aranyban megenged-
ve (2. dbra) [17]. Funkcidészelektalt klénok szek-
vendaldsaval minden varidlt poziciondl meghata-
rozta a vadtipust (wt) és az alaninmutans (Ala)
aranyat. Egyhez kozeli wt/Ala arany arra utal,
hogy az alaninmutdcié nem okoz funkciévaltozast,
tehat a vadtipusi oldallinc szerepe elhanyagol-
hat6. Minél nagyobb a wt/Ala ardny, annél fonto-
sabb a vadtipust csoport. Sidhu és munkatarsai
bebizonyitottak, hogy ez a varakozéas kvantitativ
értelemben is teljesiil. Az egyes poziciok wt/Ala
aranya ragyogoan korreldl a vadtipusu fehérjére és
az adott pozicié egyedi alaninmutdnsara vonat-
koz6 affinitasok (asszocidcids dllandok) ardnyéval.

Sajat példdk iranyitott evoliicié alkalma-
zasara fehérjemérnoki kutatasokban

A fenti munka nyomén Sachdev Sidhu-val egytitt-
miikddésben szdmos kutatidst végeztem [18-22],
amelyekbdl most harmat emlitek.

Affinitdsnovekedés molekuldris hdtterének feltdrdsa.
A soOrétes alaninmutagenezist Kkiterjesztettem a
hGH Site-1 teljes, 35 aminosavas felszinére, és az
energiatérképezést elvégeztem egy olyan, 400-
szoros affinitasu, 15 mutaciét hordozé hGH-varian-
son is, amelyet a Genentech cég fagbemutatdssal
fejlesztett ki [22]. A két energiatérkép Osszehason-
litdsa megmutatta, hogy az affinitdsndvekedés
egymas ellen hat6 effektusok eredje. A vadtipusra
jellemz6 koncentralt ,forré folt” helyett egy kiter-
jedtebb ,langyos” energiatérképet kaptunk. Az ere-
deti forré foltot alkoté aminosavak az affinitasno-
velés sordn a mutansban megdrzddtek, de szerepiik
lecsokkent, a tertilet ,lehtlt”. Ez jelezte, hogy ere-

deti szerepiik ellatasat az egyéb poziciok mutacioi
akadalyozzak. A ,langyos folt” kiterjedtségét zom-
mel éppen ezek az Uj, affinitdsnével6 mutdciok
okoztak, amelyek receptorkotést gatld vagy a kotés-
ben funkciondlisan részt nem vevé$ oldallancokat
cseréltek funkcidképesebbekre. Meglepetésre olyan
vadtipust csoportot is azonositottunk, amelynek
energetikai szerepe az egyéb poziciok mutécioi
nyoméan megndtt. A vadtipust oldalldncok szerep-
moédosuldsat is magyardazé modelliink szerint az
affinitasndvekedés komoly konformaéciés atren-
dezddéssel jart. Szerkezeti vizsgalatok ezt a kovet-
keztetéstinket igazoltak [23].

Intramolekuldris oldalldnckapcsolatok feltdrdsa. A hGH
sorétes alaninmutagenezisének adatait felhasznal-
va demonstraltam, hogy a kombinatorikus muta-
genezissel nem csak egyedi oldallancszerepek, de
oldallanc-kolcsonhatasok is azonosithatok [20].
Minden bindrisan varialt pozicidéparra kisza-
moltam, hogy az ott kapott egytittes wt:wt; Ala:wt;
wt:Ala és Ala:Ala parok el6fordulasi gyakorisdga
mennyire tér el a véletlen kombinal6dés esetén vart
értékektdl, és statisztikai probaval elemeztem az
eltérés szignifikanciaszintjét. Azt taldltam, hogy a
vadtipusu kotShely oldallancainak tilnyomé tobb-
sége autondm moédon miikodik. Néhany, zomében
toltéssel bird oldallancpar esetében az adatok
gyenge, egymast segité vagy éppen gatlé hatast
josoltak. Egyedi és dupla mutansok méréseivel iga-
zoltam, hogy a kombinatorikus eljarads még gyenge
kolesonhatasok azonositasara is képes.

Az evoltciés fehérjemérnoki megkozelités segit-
ségével az ELTE Biokémiai Tanszékén elsGként egy
protedzinhibitor-csaladot érintd rejtélyes viselkedés
okait tartuk fel [24]. A pacifastincsalad a hidroféb
mag tekintetében két paraldg alcsalddra oszlik [25].
Az I-es alcsalad tagjairdl kideriilt, hogy kordbban
soha nem tapasztalt mértékd taxonszelektivitassal
birnak: kivaléan gatoljak gerinctelen fajok tripszin-
jeit, de alig hatnak a gerincesek tripszinjeire [26].

A Il-es alcsalad tagjai mindkét tripszinforma haté-
kony inhibitorai. Kordbbi vizsgalatok igazoltdk,
hogy az eltérés oka nem az inhibitorok proteazzal
kolesonhaté ,aktiv hurok” régidjaban rejlik. Az el-
térés okat egy sorétes paraldégmutagenezisnek is
nevezhet§ eljarassal tartuk fel. A két alcsaladbol ki-
valasztottunk egy-egy ismert inhibitort, amelyek 18
pozicidban tértek el egymadstol. A két szekvencia
tokéletes, pozici66rzé keverésével létrehoztuk az
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Osszes lehetséges, tehat 2" féle (tbb mint negyed-
milli6) kiméravaridnst. A konyvtdrat eltér§ eredetd
tripszineken szelektéltuk. Az oldallanckapcsoltsa-
gok vizsgdlata megjosolta, hogy a taxonszelektivi-
tast az I-es tipusu mag és egy szintén I-es tipusra
jellemz&, prolintartalmd felszini kanyar kombinacié-
ja okozza. Ezt egyedi mutdnsok mérésével igazoltuk.
Ez az els6 példa arra, hogy egy kisméret(i inhibitor
esetén a belsé mag és egy felszini elem funkcionali-
san meghatarozé kapcsolatban all egymassal [24].

Nagy kotdfelszinek totdlis jellemzése — Affinitdsigazitds
rendelésre. Eddigi legatfogébb munkam visszavezet
az emberi novekedési hormonhoz [18]. Korabbi
binaris vizsgélataink fontos ismereteket nyujtottak,
de tovabbra sem tudtuk, hogy a hatalmas receptor-
koté felszinen az egyes csoportok milyen mérték-
ben és mire véltoznanak meg, ha mind a 20-féle
aminosavat megengednénk. A 35 pozici6 szimultan
varialasa a lehetséges valtozatok elképzelhetetleniil
kicsiny hanyadat hozta volna létre a val6sagban.
A 35 aminosavas felszint felosztottuk hat nem at-
fed6 halmazra (késébbi konyvtarra) tigy, hogy min-
den halmazba legfeljebb 6 pozicié keriiljon. Minden
halmazba csak egyetlen olyan pozici¢ keriilt, amit a
korabbi alaninmutagenezis kiemelkedden fontos-
nak talalt, és az egy halmazba tartozo poziciok nem
lehettek szomszédosak. A két elv alkalmazasaval
segitettiik el§, hogy minden konyvtar biztosan tar-
talmazzon funkcionalis klénokat, és az egyes pozi-
ciok egymastdl fliggetleniil evolvaljanak, tehat ne
szelektdlédjanak ki egytittmikodé csoportok. Két-
féle szelekciét alkalmaztunk. A funkcionalis szelek-
ciénal a kotSpartner a hGH-receptor volt, mig a
szerkezeti szelekcional egy olyan monoklondlis
ellenanyag, amely a receptorkotd felszinnel atelle-
nes oldalon egy szerkezeti epitopot ismer fel.

A vizsgélat primer eredménye egy példatlanul at-
fogo, részletes és megbizhato, kisérleteken alapulé
adatsereg volt. Mind a 35 pozici6 esetén meghaté-
roztuk, hogy a 20 aminosavtipus milyen el6for-
dulasi gyakorisaggal reagdl a szerkezeti és funk-
ciondlis szelekciok nyomaséara. A két szelekciobol
Osszesen 1400 (2x35x20) kisérletes aminosav-gya-
korisagi adatot kaptunk. Kideritettiik, hogy melyek
azok a poziciok, amelyek funkcionalisan részt tud-
nak venni a receptorkotésben, és melyek azok, ame-
lyek nem. Megmutattuk, hogy melyek azok a meg-
oldéasok, amelyeknél az irdnyitott evolticié utanoz-
za a természetes evoliiciét, és melyek azok, ame-
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2. abra Sorétes pdsztizo alaninmutagenezis: a szekvendlt pozi-
ciék/klonok részlete (A), wt/Ala ardnyok (B) és ezek szerkezeti
eloszldsa (C).

lyeknél attdl eltéré megoldasokra lel. Ez utébbiak
affinitdsnovelést igértek, amit egyedi pontmutan-
sok méréseivel igazoltunk. Bebizonyitottuk, hogy a
hGH vonatkozasdban barmilyen aminosavcsere
esetén meg tudjuk jésolni, hogy annak milyen hata-
sa lesz a hormon stabilitaséra és receptorkotd affini-
tasara. A moédszer természetesen altalanos, tehat
minden fehérje esetén alkalmazhato.
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Summary

The most precious reward of a scientist is the dis-
covery that he makes. Discovery is the recogni-
tion of a phenomenon or relationship that cannot
be seen before the research is started.

The recognition that the tightness or strength of a
complex formed between crayfish trypsin and
bovine pancreatic trypsin inhibitor is much
stronger than that of bovine trypsin with its natu-
ral trypsin inhibitor is a discovery. It is not evi-
dent at this stage, however, how important it is.

A Biokémia els6, 1977. mérciusi szdmaba, a lap
alapit6 szerkesztSjének, Bagdy Danielnek a bizta-
tasara irtam meg ,Endorfinsztori” cimt tanulma-
nyomat. Most alkalom adédott, hogy a lap nyom-
tatdsban utoljara megjelend szamaba is irjak egy
torténetet. Fogadjak jo szivvel.

A torténet a kilencvenes évek kozepén kezdddott.
Akkor még rendszeresen részt vettem a Karchiban
(Pakisztan) kétévente megrendezett , Protein Structu-
re and Function” cimd nemzetkozi konferencidn. Egy
ilyen szimpézium alkalmdval taldlkoztam el8szor
két pakisztani didkkal, Malik Zulfiquarral és Sumaira

Amirral. A didkok, akik néhany év milva 6sszehaza-
sodtak Budapesten, a fejiikbe vették, hogy nalam
doktoralnak. Ugyancsak hosszu torténet kerekedne,
ha elmesélném, hogy ezt az elképzelésiiket mikép-
pen valositottuk meg. Egy sz6, mint szaz, eljottek
Magyarorszagra, és a Godolléi Biotechnologiai Koz-
pontban az iranyitasom mellett végzett 6tévnyi kiiz-
delmes munka aran doktoréltak. Témajuk a sivatagi
saska hemolimfajabdl altaluk izolalt két kisméretii
szerinprotedz-inhibitornak, az SGCI (Schistocerca
gregaria chymotrypsin inhibitor) és SGTI (S. gregaria
trypsin inhibitor) peptidek biokémiai vizsgélata volt
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