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I. Bevezetés 

 
A genetikai állomány meg!rzése és másolása minden él! szervezet els!rend" 

feladata. Ennek során kitüntetett DNS részek válnak hozzáférhet!vé és bonyolult 

fehérjekomplexek közrem"ködésével íródnak át. A genetikai állomány épségének 

szempontjából kiemelten fontos a módosult, vagy sérült DNS szakaszok felismerése 

és eltávolítása. Mind a másolás, mind a javítás szempontjából alapvet!, hogy a 

folyamatot végz! fehérjék az adott sajátságú - ép vagy hibás - DNS szekvenciát meg 

tudják különböztetni a környezetét!l. 

A DNS egy kitüntetett bázisának, vagy bázissorrendjének felismerése azonban 

jelent!sen különbözik a fehérjék kis, szerves molekulákhoz történ! köt!dését!l. A 

DNS-ben a keresett rész, célszekvencia kovalensen kapcsolódik a hozzá kémiailag 

nagyon hasonló szegmensekhez. Egy bakteriális genomban például a BamHI 

restrikciós enzim szubsztrátszekvenciája (GGATCC) más bázissorrend" DNS 

szakaszok ezerszeres feleslegébe ágyazódik be. A fehérje tehát a nem megfelel! 

szekvenciával történ! érintkezés esetén leválhat a DNS-r!l, de utána újra ugyanazzal 

a molekulával kell kölcsönhatásba lépnie. Ezért is szokás a specifikus DNS-

felismerést a „t" a szénakazalban” problémához hasonlítani. 

I.1. A DNS felismerés klasszikus értelmezése 

A paradoxon a megoldására Peter von Hippel a „lineáris diffúzió” modelljét 

javasolta. Ennek lényege, hogy a fehérje el!ször lazán köt!dik a DNS-hez, 

felismerési (ún. „encounter”) komplexet képez. Ebben a stádiumban a fehérje és a 

DNS közötti térrészt víz tölti ki, mely lehet!séget biztosít a fehérjének, hogy a DNS 

mentén 1 dimenzióban, a h!mozgás energiájának segítségével mozogjon. A lineáris 

diffúzió során a fehérje végig laza kapcsolatban marad a DNS-el, ami megnöveli a 

célszekvencia azonosításának hatásfokát. Ha a fehérje rátalál a keresett szakaszra, 

akkor oldalláncai közvetlenül kölcsönhatásba lépnek a DNS megfelel! bázisaival és 

szoros, specifikus komplex alakul ki közöttük. Mivel a lineáris diffúzió Brown 

mozgás jelleg" és így kitüntetett irányultsága nincs, a fehérje nem tud a teljes DNS 

szál mentén végighaladni. A fehérje nagyjából 40 bázispárt tud így „végigpásztázni”, 

majd leválik a DNS-r!l és egy másik helyen kezdi újra az olvasást (ezt az angol 
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terminológia „hopping”-nak nevezi). A két DNS köt!hellyel rendelkez! fehérjék 

esetén elképzelhet!, hogy a fehérje csak az egyik helyet engedi el, és a másikhoz 

továbbra is kapcsolódik. Ez az ún. szegmensek közötti transzfer, melyben a fehérje az 

egyik helyr!l a másikra „ugrik” DNS-en hurkok képz!dését eredményezve.  

Egy fehérje specificitását – azon képességét, hogy mennyire tudja 

megkülönböztetni a célszekvenciát bármely más DNS szakasztól – általában a 

köt!dési állandók hányadosával jellemezzük (Kspec/Knonspec). DNS-en m"köd! 

enzimek esetén a specificitást a kémiai lépések is tovább növelik. Ilyen esetben az 

enzim hatékonyságát is össze kell vetni a célszekvencián, illetve az ett!l eltér! 

szakaszokon. Erre a célra általában egy olyan, ún. csillag-szekvenciát szokás 

használni, mely a célszekvenciától csak 1 bázispárban különbözik. A BamHI esetén 

az enzimatikus reakció sebességi állandója a specifikus és a csillag-szekvencia 

(GAATCC, a specifikustól eltér! bázis d!lttel szedve) esetén 6, míg a köt!dési 

állandók csak 3 nagyságrendben különböznek. 

I.2. A specifikus DNS felismerés molekuláris alap-pillérei 

Mi a molekuláris alapja, mechanizmusa a DNS szekvenciák felismerésének és 

hatékony megkülönböztetésének? A kérdésre az elmúlt 4 évtizedben alapvet!en a 

fehérje-DNS komplexek térszerkezeteinek elemzésével (~ 2500 szerkezet) keresték a 

választ. Ilymódon három specificitásért felel!s tényez!t sikerült azonosítani. i) A 

bázisokkal kialakított hidrogénkötés-mintázat. A nukleinsav-bázisok hidrogénköt! 

képessége nem merül ki az AT és GC bázispárok létrehozásában. A szabadon maradó 

NH és CO csoportokkal kialakított hidrogénkötések szekvencia-specifikus mintázatot 

alkotnak. Ezt közvetlen olvasásnak („direct readout”) nevezzük, mely alkalmas a 

széles- és a keskeny árok megkülönböztetésére is. ii) A foszfát csoportokkal 

kialakított elektrosztatikus kölcsönhatások. A DNS gerincét alkotó foszfát-cukor lánc 

er!sen negatív töltés", mellyel a fehérjék pozitív töltés" oldalláncai kedvez! 

kölcsönhatást tudnak kialakítani. Ilyenkor a fehérje nem közvetlenül a bázisokat 

ismeri fel, hanem a szomszédos foszfát-csoportok távolságán keresztül a DNS 

szekvencia-függ!  torzulásait. Ezért ezt közvetett felismerésnek („indirect readout”) 

nevezzük, mely különösen nagy jelent!séggel bír olyan esetekben, ahol a DNS 

szerkezete jelent!sen torzul a fehérjéhez történ! köt!déskor. iii) Specifikusan 
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elhelyezked! vízmolekulák által közvetített hidrogénkötések. Megfigyelték, hogy a 

DNS körül elhelyezked! vízmolekulák egy része a fehérjével alkotott komplexben is 

a helyén marad. Ezek részben kitöltik a fehérje-DNS közötti térrészt, részben pedig 

irányított hidrogénkötéseket hoznak létre.  

I.3. A klasszikus modellek hiányosságai 

A felsorolt tényez!k mindegyike a DNS célszekvenciájára és a vele 

közvetlenül, vagy vízmolekulák közvetítésével kölcsönható fehérje-felszínre 

korlátozódik. Az utóbbi néhány évben számos kísérleti adat utalt azonban arra, hogy 

a specificitás kialakításában távolabbi DNS és fehérje régiók is közrejátszanak. A 

DNS-ben a célszekvenciát szegélyez! bázisok hozzájárulnak a specifikus szakasz 

végs! geometriájának kialakításához, vagy „árnyékoló” elektrosztatikus 

kölcsönhatások által befolyásolhatják a kötés affinitását. A Hox gének által kódolt 

homeodomének DNS célszekvenciái széles tartományban változnak és specificitásuk 

szövet-típustól függ!en is módosulhat. Ez arra utal, hogy a köt!felszínen kívüli 

fehérje-részek jelent!sen hozzájárulnak a célszekvencia kiválasztásához és a szoros 

illeszkedés" komplex kialakulásához. A távoli fehérje-szakaszok hatása azonban 

nehezen értelmezhet!, mivel nem alakítanak ki stabil (permanens) kölcsönhatást a 

DNS-el.  

A specifikus DNS felismerés molekuláris alapjainak vizsgálata gyakorlati 

jelent!séggel is bír. Számos biotechnológiai és gyógyszeripari alkalmazás igényel 

adott DNS specificitású és meghatározott körülmények között m"köd! fehérjéket, 

enzimeket. A DNS-t javító enzimek, fehérje-komplexek fontos célpontjai például a 

rák-ellenes gyógyszerek kutatásának. Számos specifikus DNS-köt! fehérjét, (pl. 

restrikciós enzimek, transzkripciós effektorok) a génsebészetben alkalmaznak. A 

DNS-t módosító vagy a módosítást felismer! enzimek (pl. metiltranszferázok) 

m"ködésének értelmezése pedig az epigenetikai tényez!k megértése és hasznosítása 

szempontjából érdekes.  

A DNS-hez specifikusan kapcsolódó fehérjék tervezése azonban eddig nem sok 

sikerrel járt. Ennek els!dleges oka, hogy a köt!felszín módosításának hosszútávú 

hatása van; azaz a kötésben kitüntetett szerepet játszó aminosavak megváltoztatása 
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jelent!s befolyással bír a fehérje távolabbi részeinek szervez!désére, szerkezeti és 

elektrosztatikus tulajdonságaira is. Sajnálatos módon bevett gyakorlat azonban, hogy 

a szerkezet-meghatározáshoz vagy funkcionális vizsgálatokhoz csak a köt!hellyel 

szomszédos részeket használják. Egy gyakorlatilag is m"köd!képes DNS-felismerési 

modell kidolgozásához tehát szükséges a fehérje globális sajátságainak figyelembe 

vétele is. Ez olyan molekuláris tényez!k vizsgálatát jelenti, mint a DNS és a fehérje 

dinamikus tulajdonságai, határfelületi jelenségek (víz, ionok), valamint a nem 

közvetlenül kölcsönható fehérje-részek szerepe.  

I.4. Az értekezésben vizsgált témakörök  

Kutatásaim során azt elmúlt 13 évben azt vizsgáltam, hogy mely molekuláris 

tényez!k járulnak hozzá DNS szekvenciák specifikus felismeréséhez és kémiai 

módosításához. Tanulmányaimat több szinten végeztem, a részletesebb 

megközelítést!l az átfogóbb felé haladva: i) A specifikus DNS hasítás 

mechanizmusai; ii) Fémionok és vízmolekulák szerepe a specifikus DNS 

felismerésben; iii) A DNS flexibilitás szerepe a DNS hibák azonosításában; iv) A 

rendezetlen régiók szerepe a specifikus DNS felismerésben.  

 

II. Célkit!zések 

A specifikus DNS hasítás mechanizmusai.  

1. A szekvenciális változatosság magyarázata a PD..D/ExK típusú restrikciós 

endonukleázok aktív helyén.  

2. A fémionok számának és szerepének felderítése a II típusú restrikciós enzimek 

foszfodiészter hidrolízisében.  

3. A PD..D/ExK típusú restrikciós endonukleázok egységes katalitikus modelljének 

kidolgozása.  

4. A katalízis és a DNS-kötés kapcsolata, szerepe a restrikciós enzimek 

szelektivitásában. 
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A fémionok és vízmolekulák szerepe a specifikus DNS felismerésben. 

5. A DNS-hez köt!d! fémionok szelektivitáshoz történ! hozzájárulásának 

magyarázata. A Mg2+  és Mn2+ ionok hatása közötti különbség molekuláris 

hátterének felderítése.  

6. A BamHI specifikus és csillag szekvenciával alkotott komplexeinek részletes 

szerkezeti jellemzése, a hidrátburok szekvencia-függésének elemzése. 

7. A víz szerepének magyarázata a specifikus DNS felismerésben. 

A DNS flexibilitás szerepe a DNS hibák azonosításában. 

8. A timin dimert vagy uracilt tartalmazó sérült és a megfelel! ép DNS szekvenciák 

szerkezeti és dinamikai tulajdonságainak jellemzése. A DNS torzulás (hajlítás) 

és a bázis-kinyílás közötti csatolás felderítése. 

9. A bázis-kinyílással járó folyamatok energetikájának jellemzése.  

10. Általános modell kidolgozása a DNS sérülések felismerésére. 

A rendezetlen régiók szerepe a specifikus DNS felismerésben 

11. A rendezetlen fehérje-szegmensek specifikus DNS kötésben játszott szerepének 

felderítése. A rendezetlen és globuláris fehérje-részek DNS kölcsönhatásainak 

csatolása homeodoméneknél. 

12. A rendezetlen szegmensek hatása a homeodomének DNS kötésének kinetikájára 

és termodinamikájára. 

13. A fehérje-DNS köt!felszínét!l távoli, rendezetlen szegmensek hatása a specifikus 

DNS kötésre. A folyamat molekuláris mechanizmusainak feltárása. 

14. A rendezetlen részek szabályozó mechanizmusai a bolyhos fehérje-DNS 

komplexekben, szerepük a transzkripció regulációjában. 

15. A bolyhos fehérje-DNS komplexek jelent!sége a szövet-specificitás 

kialakításában. 
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III. Az alkalmazott megközelítések 

Munkámat elméleti módszerekkel, számítógépes eljárások segítségével 

végeztem. Az enzimatikus katalízis tanulmányozására hibrid 

kvantummechanikai/molekulamechanikai megközelítést, az ún. EVB/FEP-US 

(Empirical Valence Bond/Free Energy Perturbation-Umbrella Sampling) módszert 

alkalmaztam. A protonáltsági állapotokat, és a szolvatációs szabadentalpia 

meghatározását szemi-mikroszkópikus PDLD/S (Protein Dipoles Langevin Dipoles) 

eljárással végeztem. A fémion-nukleinsav bázisok komplexeinek vizsgálata magas-

szint" ab initio kvantumkémiai számítások felhasználásával történt. A víz-szerkezet 

leírására nagykanonikus Monte Carlo (GCMC) módszert alkalmaztam, elemzésére 

Voronoi poliédereken alapuló módszert használtam.  A flexibilitások vizsgálatát a 

minden atomot figyelembe vev! (all-atom) molekuladinamikai (MD) szimulációkból 

származó adatokon végeztem. A rendezetlen régiók és fehérje-feltekeredés 

tanulmányozására alacsony felbontású („coarse-grained”, CG) szimulációt 

alkalmaztunk. A rendezetlen fehérjék és komplexeik elemzése els!sorban 

bioinformatikai eljárásokkal (szerkezet-becslés, szekvencia összerendezés, profil 

számítás) történt. A bolyhos („fuzzy”) komplexek elméletének kidolgozásához 

szerkezeti adatok és irodalomban közölt funkcionális mérések adtak segítséget. A 

felhasznált módszerek közül számos eljárás fejlesztésében vettem részt (PDLD/S, 

EVB, pKa számítások, GCMC, CG MD) vagy munkatársaimmal dolgoztam ki (Egap). 

A számítások eredményeit minden esetben kísérleti eredményekkel vetettem össze. 

Ilymódon az elméleti modelleket valós rendszereken nyert mérési adatokkal 

támasztottam alá. A számítások azonban sokszor betekintést engedtek olyan 

molekuláris részletekbe is, melyek kísérletileg közvetlenül nem vizsgálhatók. Célom 

az volt, hogy a konkrét rendszerek megértésén túl olyan modelleket állítsak fel, 

melyek az adott molekulacsaládon belül általánosan alkalmazhatók. 
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IV. Eredmények 

IV.1. A specifikus DNS hasítás mechanizmusai. 

1. Értelmeztem a PD..D/ExK típusú restrikciós endonukleázok 

katalitikus oldalláncainak szerepét. A PD..D/ExK típusú restrikciós endonukleázok 

aktív helyét általában 2-3 negatív töltés" oldallánc és egy lizin alkotja. A BamHI 

enzimben azonban a Lys helyén Glu található, a két oldallánc cseréje az enzimatikus 

aktivitás megsz"néséhez vezet. A BamHI enzimben meghatároztam a lehetséges 

protonátadási folyamatok szabadentalpia-változását és megállapítottam, hogy a 

legkedvez!bb az OH- nukleofilnak egy küls! vízmolekula által történ! aktiválása. 

pKa számításokkal igazoltam, hogy a Glu-113 negatívan töltött állapotban van jelen 

az aktív helyen, szerepe általános bázisként nem valószín". A teljes 

reakciómechanizmus vizsgálata meger!sítette a „küls!” nukleofil modelljét. Kés!bb 

munkatársaimmal rámutattunk arra, hogy a BamHI-ben a Glu!Lys helyettesítés a 

fémionok helyzetének megváltozásán keresztül vezet drasztikus aktivitás-

csökkenéshez, és a két oldallánc variábilitása a fémionokkal összefüggésben 

magyarázható (3. pont). 

2. Értelmeztem a fémionok szerepét a PD..D/ExK típusú restrikciós 

endonukleázok katalízisében. A BamHI aktív centrumában két fémion helyezkedik 

el, melyek látszólag ideálisan megfelelnek a Klenow fragmensen felállított Steitz-féle 

modellnek. Más PD..D/ExK enzimcsaládoknál azonban csak egy fémiont sikerült 

megfigyelni. Hosszú ideje vitatott kérdés, hogy hány fémionra van szükség a 

foszfodiészter kötés hidrolíziséhez. Molekuladinamikai számításokkal 

megállapítottuk, hogy a BamHI-ben a két fémion pozíció nem egyenérték". A 

nukleofil támadó oldalán elhelyezked! MA pozíció stabil, míg a távozó csoport 

kilépése oldalán elhelyezked! MB ion helyzete változékonyabb. Ez alapvet!en a 

hasítandó foszfátcsoporttal való kölcsönhatás megsz"nésében mutatkozik meg. A két 

fémion katalitikus hatásában – az aktiválási szabadentalpia-csökkenéshez történ! 

hozzájárulásában – is lényeges eltérés mutatkozik. Míg az MB fémion hiánya az 

aktiválási energiát csekélyebb mértékben növeli, addig a támadó nukleofilt stabilizáló 

MA fémion elvesztése a katalitikus hatás megsz"néséhez vezet. Ennek alapján arra 

következtettünk, hogy a reakcióhoz csupán egy fémion jelenléte szükséges 
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feltétlenül, melynek a nukleofilt kell stabilizálnia. Elkészítettük a BamHI egy 

fémionos modelljét, és meghatároztuk az MA katalitikusan fontos pozícióit.  

3. Egységes katalitikus modellt dolgoztunk ki a PD..D/ExK típusú 

restrikciós endonukleázokra. Számításaink alapján javaslatot tettünk a  PD..D/ExK 

típusú restrikciós endonukleázok egységes reakciómechanizmusára. Ennek alapján a 

nukleofil-aktiválása ún. „küls!” mechnizmussal történik. Ez azt jelenti, hogy az aktív 

helyen az MA fémionhoz kapcsolódva egy OH- ion van jelen, és a proton az aktív 

helyen kívül található. A reakció els! lépése tehát nem általános bázis 

közrem"ködésével játszódik le. A második lépés a nukleofil támadása és a 

pentaéderes intermedier kialakulása. Ebben az MA fémion kritikus szerepet játszik, 

mindvégig stabilizálja a nukleofilt, illetve a megfelel! nem észteresített foszfát-

oxigénnel létesít kölcsönhatást. A másik fémion, MB szintén hozzájárul a kétszeresen 

negatívan töltött foszfátcsoport stabilizásához, de lazábban köt!dik, és hatása kisebb 

mértékben érvényesül. Éppen ezért ez az ion poláros, vagy pozitív töltés" 

oldalláncokkal helyettesíthet!. Ezt a szerepet sokszor Lys tölti be. Az MB fémionnak 

további feladata a távozó csoport kiválásának és protonálódásának el!segítése. Ezt a 

katalitikus modellt kísérletileg is igazoltuk. 

4.  Az EcoRI esetén értelmeztük a katalízis és a DNS-kötés kapcsolatát. 

Az EcoRI és RsrI enzimek azonos, GAATTC szekvenciát ismernek fel. Kísérleti 

tapasztalatok alapján mégsem lehet a két enzim szegmenseit szabadon rekombinálni, 

m"köd!képes kimérát eredményezve. A vad típusú EcoRI-t!l 22 aminosavban 

különböz! egyik kiméránál azonban nagyobb specifikus DNS köt! affinitást, de 

kisebb aktivitást figyeltünk meg az EcoRI-hez hasonlítva. Ez a kis aktivitással 

rendelkez! EcoRI-RsrI kiméra meglep! módon toxikusabb volt olyan E. coli 

baktérium – amelynek DNS-ét nem védte EcoRI-specifikus metiláció – számára, mint 

a vad típusú EcoRI endonukleáz. Molekuladinamikai számítások alapján 

megállapítottam, hogy bár a csere nem okoz jelent!s változást az EcoRI 

szerkezetében, de a célszekvenciával több hidrogénkötés kialakítását eredményezi. A 

kiméra szerkezetében ugyanakkor kimutattam, hogy azok a kölcsönhatások 

(Arg145A-Glu144B és Arg144B-Glu145A), melyek az alegységek m"ködését 

koordinálják („cross-talk”), megsz"nnek. A kiméra enzim fenotípusára az t"nt a 

legvalószín"bb magyarázatnak, hogy az er!sebb köt!dés és a két alegység m"ködése 
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közötti szinkron elvesztése lassítja az enzim disszociációját a hasított DNS-r!l ezáltal 

megakadályozva a DNS-javító folyamatok beindulását. 

IV.2. A fémionok és vízmolekulák szerepe a specifikus DNS felismerésben. 

5. Értelmeztük a kétérték! fémionok DNS szelektivitásban játszott 

szerepét. A kétérték" fémionok alapvet! szerepet töltenek be a DNS enzimek 

m"ködésében. Els!sorban a foszfátcsoport kémiai átalakításában segédkeznek, de 

fontos szerepük van a specificitás kialakításában is. A restrikciós endonukleázok 

szelektivitásában a Mg2+  és Mn2+ ionok jelenlétében tapasztalt 5 nagyságrend 

különbséget azonban korábban nem sikerült értelmezni. Magas szint" ab initio 

kvantumkémiai számításokkal kimutattuk, hogy a két fémion nukleinsav-bázisokhoz 

történ! köt!désének energetikája mind vákumban, mind oldatban jelent!sen 

különbözik. Ez a Mn2+ komplexek nagyobb torzíthatóságával, polarizálhatóságával és 

az ionra történ! megnövekedett töltés-átmenettel magyarázható. A különböz! 

bázisokkal alkotott fémion-komplexek stabilitása közötti eltérés különösen 

oldószerben jelent!s, ami  arra utal, hogy a környezet elektrosztatikus tulajdonságai 

feler!sítik az említett effektusokat. Egyben azt is jelzi, hogy a Mn2+ ionok fehérje 

oldalláncokkal történ! könnyebb helyettesíthet!sége szelektivitás csökkenéshez 

vezet. 

6.  Jellemeztem a felismerési komplexben a víz szerkezetét. A felismerési 

komplex szerkezetének meghatározása a szubsztrát nagy mozgékonysága miatt 

számos nehézségbe ütközik. Ezért ezt az állapotot a a célszekvenciától 1 bázispárban 

eltér! csillag komplexekkel szokás vizsgálni. BamHI enzim csillag-komplexében 

(GAATCC, a specifikustól eltér! bázis d!lttel szedve) a kristályvizeknek csak ~65%- 

át sikerült csak kísérletileg meghatározni. A hiányzó vízmolekulák helyzetét – a 

kísérletileg megfigyelt pozíciókat jól reprodukáló – nagykanonikus Monte Carlo 

számításokkal térképeztem fel. A köt!felszínen található vizek szerkezetét, ennek 

szekvencia-függését Voronoi poliéderek vizsgálatán alapuló, ún. „proximity” 

analízissel végeztem. A vízmolekulák nukleotidok körüli eloszlása jellegzetes 

mintázatot mutat specifikus és a csillag komplexben is. A célszekvenciában a hasítás 

helye körül koordinálódik a legkevesebb vízmolekula, ez a leginkább „exponált” hely 

a fehérje számára. Ugyanakkor ezek a vízmolekulák köt!dnek a leggyengébben a 
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DNS-hez, tehát helyettesíthet!k legkönnyebben a fehérje oldalláncaival. A csillag-

komplexben a báziscsere helyén lényegesen több vizet találunk: ez a legjobban 

hidratált pozíció. A hasítás helyén a vízmolekulák er!sebben kapcsolódnak a DNS-

hez, mint a specifikus komplexben, nehezebben hozzáférhet!k a fehérje számára, 

tehát a szoros komplex kialakulását akadályozzák. 

7.  Javaslatot tettünk a „hidratációs ujjlenyomat” modelljének 

bevezetésére. A felismerési komplexben vízmolekulák DNS körüli szekvencia-

specifikus eloszlását és energetikáját „hidratációs ujjlenyomat”-nak neveztük. A 

vízmolekulák mintázatában az alacsony koordinációs számú és kölcsönhatási 

energiájú helyek valószín"leg az els! kapcsolódási pontokat jelölik ki a DNS-en a 

fehérje számára. Meghatároztam a felismerési komplex specifikussá alakulásakor az 

oldatba távozó vizek számát, mely jól egyezett a kísérleti eredményekkel. A 

„felszabaduló” vízmolekulák száma szekvencia-függést mutatott és a központi 

bázisok körül maximális értéket vett fel. Ez jól magyarázza a központi bázisok 

mutációs kísérletek alapján jósolt ún. „kapocs” (clamp) szerepét. A specifikus és 

csillag-komplex összehasonlítása alapján rámutattam a hidrofób effektus bázis-

sorrendt!l való függésére, és ilymódon a specifikus felismerésben játszott szerepére.  

IV.3. A DNS flexibilitás szerepe a DNS hibák azonosításában. 

8.  Jellemeztem a DNS dinamikus tulajdonságait sérült és ép szekvencia 

esetén. Az Uracil DNS-glikoziláz (UDG) és a cis,syn-timin dimert (TD) javító 

Endonukleáz V (EndoV) is báziskivágás útján távolítják el a DNS hibát. A két enzim 

látszólag eltér! stratégiát alkalmaz a sérülés megkülönböztetésére: az UDG 

közvetlenül az uracillal létesít kölcsönhatást, míg az EndoV a szemközti adeninnel 

alakít ki kontaktust. Mindkét enzim jelent!sen torzítja a DNS-t és a megfelel! bázist 

a DNS tengelyéb!l „kiforgatja” (base flipping). Sem mutációs kísérletek, sem a 

specifikus komplexek térszerkezete nem ad azonban választ a sérülések 

azonosításának mechanizmusára. A hibás és az ép szekvenciák dinamikai 

tulajdonságait megvizsgálva azt találtuk, hogy a DNS sérülés körüli lokális meghajlás 

és a kiforduló bázis nyílásszögének eloszlása lényeges különbséget mutat a sérült és 

az ép bázist tartalmazó szekvenciák esetén. A sérült DNS paraméterei lokálisan (de 

nem globálisan) szélesebb tartományban változnak. A megfelel! eloszlások alapján 
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kiszámítottuk e két koordináta mentén a zárt és a nyílt állapotok szabadenergia-

felszínét, az ép és a hibás szekvencia esetén is. Mindkét sérülés-típusnál csatolást 

találtunk a DNS lokális meghajlása és a báziskinyílás között.  

9. Meghatároztam a DNS torzításának szabadenergia-felszínét. A timin 

dimert és az uracil tartalmazó hibás, illetve a megfelel! ép DNS esetén az 

szabadenergia-felszínek alapján meghatároztuk a bázis-kinyílás útvonalára vonatkozó 

kombinált reakciókoordinátát. Megállapítottuk, hogy a sérült szekvencia esetén a 

DNS-nek a hiba helyén történ! lokális meghajlása nagyobb mértékben járul hozzá a 

bázis-kinyíláshoz, mint az ép DNS esetén. A sérült DNS-ek könnyebb torzíthatóságát 

a zárt állapotban a kombinált koordináta mentén számított er!állandó is alátámasztja: 

a timin dimer esetén 50%-al, DNS-uracil esetén közel 100%-al alacsonyabb, mint a 

sérülést nem tartalmazó szekvencia esetén. A könnyebb deformálhatóság 

következtében hibás szekvenciák esetén a bázisok kifordulásának energiagátja 

jelent!s csökkenést mutat a megfelel! ép DNS-hez képest. Ezt a fehérjével történ! 

kölcsönhatások még tovább csökkenthetik.  

10. Javaslatot tettünk a DNS hibák felismerésének általános modelljére. 

Ennek alapján egy általános modellt javasoltunk a DNS hibák felismerésére, mely a 

sérült és ép DNS szekvenciák eltér! dinamikai tulajdonságain alapul. A DNS hibák 

gyengítik a hidrogénkötést a szemközti bázissal (bázisokkal), ami el!segíti a DNS 

hiba körüli lokális meghajlását és a hibás bázis kifordulását. A javító fehérje 

kölcsönhatásai révén mindkét koordináta mentén tovább torzítja a DNS-t. A hibás 

DNS megnövekedett flexibilitása következtében a bázis kifordulásának gátja a hibás 

szekvenciák esetén annyira lecsökken, hogy összemérhet!vé válik a fehérje haladási 

sebességével a DNS-en. A fehérje a kifordult bázissal alkotott a irányított 

kölcsönhatások révén tovább növelheti a szelektivitást, illetve megkülönböztetheti az 

egyes DNS sérüléseket. A specifikus komplex nem feltétlenül igényli a DNS 

meghajlását, ez a bázis-kinyílás megkönnyítéséhez szükséges. 
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IV.4. A rendezetlen régiók szerepe a specifikus DNS felismerésben 

11. Jellemeztük a rendezetlen szakaszok szerepét a homeodomének 

szerkezetének kialakításában. A többsejt" állatok egyedfejl!dése során a végtagok, 

függelékek fejl!dését szabályozó homeodomének szelektivitásában meghatározó 

szerepet játszik a rendezetlen N-terminális régió. A rendezetlen N-végek („N-tail”) 

egyes homedomének közötti cseréje fenotípus-változást okoz. Az NK-2 és Antp 

homeodomének feltekeredését és köt!dését vizsgálva azt találtuk, hogy a különböz! 

hosszúságú rendezetlen N-végek szabad állapotban destabilizálják a homedomén 

globuláris részét. Ezek a kompetitív kölcsönhatások azonban DNS jelenlétében a 

bázisok felé irányulnak, így ez esetben a rendezetlen N-vég a fehérje-szerkezetet 

stabilizálását okozza. Az N-vég specifikus kontaktusokat létesít a DNS-el, ilymódon 

a teljes homeodoméneknél a fehérje-feltekeredés és a köt!dés nem kapcsolódik össze. 

A rendezetlen N-vég hiányában – mikor csak a globuláris rész van jelen – a két 

folyamat er!sen csatolódik.  

12. Jellemeztük a rendezetlen szakaszok hozzájárulását a homeodomének 

specifikus DNS kötéséhez. A rendezetlen N-terminális régiónak jelent!s hatása van 

a DNS-hez történ! köt!dés kinetikájára és termodinamikájára is. Az N-vég 

jelenlétében a specifikus kontaktusok kialakulásához szükséges id! lényegesen 

lerövidül. A rendezetlen rész tehát a DNS-el kialakított specifikus (direkt) 

kölcsönhatások által gyorsítja a homeodomén köt!dését és hozzájárul a 

szelektivitáshoz. A rendezetlen N-vég jelenléte csökkenti a kötési szabadentalpiát. A 

teljes, valamint az N-vég nélküli homeodomén köt!désének termodinamikáját 

elemezve kimutattuk, hogy ezért nagyrészt a hidrofób effektus – a keskeny árokból 

felszabaduló vízmolekulák entrópianövekedése – a felel!s. 

13. Jellemeztem a bolyhos fehérje-DNS komplexeket és feltártam 

kialakulásuk molekuláris mechanizmusait. A specifikus DNS-komplexek 

kialakulása sokszor együtt jár a rendezetlen fehérje-szegmensek feltekeredésével. 

Gyakori azonban, hogy a rendezetlen régiók csak részben alakítanak ki stabil 

térszerkezetet (pl. a vizsgált NK-2, Antp homeodoméneknél). Meglep! azonban, 

hogy a köt!felszínt!l távoli, a komplexben is rendezetlenül maradó (ún. „fuzzy”) 

szakaszok jelent!sen befolyásolhatják a DNS-kötés affinitását vagy specificitását. 
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Összegy"jtöttem azokat az eseteket, ahol szerkezeti adatok bizonyítják, hogy egy 

adott fehérje-szakasz a komplexben rendezetlen marad és biokémiai eredmények 

(mutációs, deléciós kísérletek) pedig igazolják a funkcióra gyakorolt hatást. A 

bolyhos fehérje-DNS komplexek sajátságait elemezve javaslatot tettem ennek 

lehetséges mechanizmusaira. 4 köt!dési modellt javasoltam, melyeket kísérleti 

adatokkal támasztottam alá. i) Konformációs szelekció: a rendezetlen rész eltolja a 

köt! régió konformációs egyensúlyát a partnerrel kompatibilis szerkezet felé. ii) 

Flexibilitás moduláció: a rendezetlen rész a köt! régió mozgékonyságát változtatja és 

ezen keresztül a kötés entrópiáját módosítja. iii) Kompetíció: a rendezetlen vég a 

DNS-el versenyzik a töltött oldalláncokért ezzel befolyásolva a fehérje konformációs 

egyensúlyát. iv) Pányvázás: a rendezetlen rész megnöveli az egyik köt! régió lokális 

koncentrációját a DNS körül.  

14. Jellemeztem a bolyhos fehérje-DNS komplexek szabályozó 

mechanizmusait. A bolyhos komplexek távoli, rendezetlen régiói a specifikus DNS 

kötés ideális szabályozóiként szolgálhatnak,  mivel ezek a szegmensek befolyásolni 

tudják a köt!felszín viselkedését, de ugyanakkor nem hat rájuk szerkezeti kényszer. 

A rendezetlen régiók módosításával tehát a DNS kötés finom-hangolását lehet elérni. 

A rendezetlen régiók tulajdonságait további fehérje-fehérje kölcsönhatásokkal, poszt-

transzlációs módosításokkal, illetve ún. alternatív splicing-al lehet megváltoztatni. A 

bolyhos fehérje-DNS komplexeken megmutattam, hogyan m"ködnek ezek a 

változtatások, hogyan hatnak a DNS kötésre és a 13. pontban leírt mechanizmusok 

alapján értelmeztem ezeket a hatásokat. 

15. Jellemeztük a bolyhos komplexek szövet-specificitásban játszott 

szerepét. Korábban kimutatták, hogy bizonyos exonok adott szövet-típusokban 

fordulnak el!. Megvizsgáltuk a szövet-specifikus exonok által kódolt fehérje-

szakaszok és a megfelel! teljes fehérjék tulajdonságait. Azt találtuk, hogy a szövet-

specifikus exonok nagyrészt rendezetlen régiókat kódolnak, melyek konzervált köt! 

motívumokat tartalmaznak. Ezek szerkezeti sajátságait kísérleti adatok alapján 

elemezve azt találtuk, hogy a partnerrel való interakcióban csak rövid motívumok 

vesznek részt, míg azok közvetlen, vagy távolabbi környezete a partnerhez köt!dve is 

rendezetlen marad. Vagyis a szövet-specifikus exonok bolyhos komplexek 

kialakítására alkalmas szakaszokat kódolnak. Ezek jelent!s arányban poszt-
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transzlációs módosítási helyeket is tartalmaznak, melyek a 12. pontban leírt 

mechanizmusok által befolyásolják a komplex viselkedését. Ennek egyik szép példája 

az Ultrabithorax transzkripciós faktor, melynek DNS-hez köt!dését részletesen 

jellemeztünk. Kimutattuk továbbá, hogy a kölcsönható motívumok ki- és 

bekapcsolása a különböz! szövetekben el!forduló fehérje izoformákban a partnerek 

számának és típusának megváltozásához vezethet.  

 

V. Diszkusszió 

A klasszikus DNS felismerési modellek szerint a specifikus komplex 

kialakulását, els!sorban a célszekvencia és a köt!hely komplementaritása és az így 

kialakuló kölcsönhatások kedvez! energetikája vezérli. Ez feltételezi, hogy a 

szelektivitásért felel!s tényez!kre a végs!, szoros illeszkedés" komplex 

szerkezetéb!l lehet következtetni. A felsorolt eredmények rámutatnak, hogy a 

specifikus DNS-fehérje komplex kialakulásához számos egyéb tulajdonság is 

hozzájárul, melyek az összekapcsolódás korábbi fázisaiban játszanak szerepet. Az 

elvégzett kutatások világosan bemutatják a felismerési komplex és a dinamikus 

sajátságok korábban fel nem ismert jelent!ségét; a távoli, dinamikus fehérje 

szakaszok szerepét a specifikus DNS kötésben és új irányokat szabnak a specifikus 

DNS-köt! fehérjék tervezésében.  

i) A DNS dinamikus tulajdonságai. A DNS flexibilitása szekvencia-függ!en 

változik, mely jelent!sen befolyásolhatja a köt!dés termodinamikáját. A hibás 

bázisok jelenlétében a DNS torzíthatósága olyan mértékben növekszik, mely 

önmagában alkalmas lehet a sérülés megkülönböztetésére. Ez magyarázhatja, hogy a 

báziskivágással m"köd! DNS-javító enzimek miért alkalmazzák a „bázis-nyitást” 

függetlenül a hiba típusától. A „dinamikus markerek” szerepét más, eml!s sejtekben 

m"köd! DNS javító útvonalakban is felismerték és tumor ellenes szerek 

fejlesztésénél alkalmazták. Az él! szervezetben a DNS a kromatin részeként van 

jelen és hozzáférhet!ségét, javíthatóságát fehérje-komplexek szabályozzák. A DNS 

dinamikus tulajdonságainak változása befolyásolja a nukleoszóma szerkezetét és 

ezáltal a kromatinnal kapcsolatba lép! fehérjék speciális célpontjává válik. Ezzel 
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kísérletileg is igazolódott, hogy az általunk feltárt mechanizmus nemcsak in vitro, de 

in vivo rendszerekben is m"ködik.   

ii) Határfelületi tulajdonságok. A felismerési komplexben a DNS-fehérje 

határfelületen elhelyezked! vízmolekulák és kétérték" fémionok egy része az oldatba 

távozik a specifikus komplex kialakulásakor. Kimutattuk, hogy a DNS körüli 

specifikus víz-mintázat mind a fehérje oldalláncainak köt!dési sorrendjére, mind 

azok lokális entrópiájára hatással van. Igazoltuk, hogy ez az entrópiakülönbség akár 1 

bázispárnyi különbség észleléséhez is elegend!. A víz mintázatot kés!bb a fehérje-

fehérje, illetve fehérje-gyógyszer kölcsönhatások „hot-spot”-jainak (köt!déshez 

lényegesen hozzájáruló pontjainak) felderítésénél is alkalmazták. Rendezetlen 

fehérjék köt!dését vizsgáló tanulmányok  arra utalnak, hogy a „hidratációs 

ujlenyomat” általános sajátság és fehérje kölcsönhatások köt! motívumait is jelzi.  

iii) Multimer fehérjék dinamikai tulajdonságai; a felismerés és katalízis 

csatolása. A DNS köt! fehérjék gyakran homodimer, vagy trimer formában vannak 

jelen. Két enzim (EcoRI-RsrI kiméra és dUTPáz) kimutattuk, hogy a monomerek 

kölcsönhatásában közrem"köd!, flexibilis oldalláncok, szakaszok a kémiai aktivitást 

is jelent!s mértékben befolyásolják. II típusú restrikciós endonukleázok szerkezeti és 

biokémiai adatainak elemzése alapján arra következtettünk, hogy a „cross-talk” 

(kereszt-kommunikáció; az egyik alegységben a felismerésért felel!s oldallánc 

mindkét alegység aktív centrumával kölcsönhatást alakít ki) biztosítja, hogy a kémiai 

reakció csak akkor indul el, ha már minden specifikus DNS kapcsolat kialakult. 

Ennek az összehangolt m"ködésnek  a sérülése az EcoRI-RsrI kiméra esetén 

toxicitáshoz vezet.  

iv) A katalízis szerepe a specificitásban. A II típusú, specifikus DNS 

szekvenciát hasító PD..D/ExK restrikciós enzimeknél sikerült a kétérték" fémionok 

szerepét értelmezni és az enzimcsaládra egy egységes katalitikus modellt felállítani, 

melyet kísérletileg is igazoltunk. A restrikciós enzimek természetes evolúciójának 

ezen az alapon történ! értelmezése  új restrikciós enzimek azonosítását és 

megváltozott aktivitású/specificitású restrikciós enzimek kifejlesztését tette lehet!vé. 

A fémionok szerepének kvantitatív értelmezése a génterápiában alkalmazott zink-ujj 

transzkripciós faktorok és metallo-nukleázok tervezését is el!segíti. 
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v) A rendezetlen fehérjeszakaszok szerepe. Korábban feltételezték, hogy a 

rendezetlen szakaszok a DNS-hez kapcsolódáskor kitüntetett háromdimenziós 

szerkezetet vesznek fel, mely jelent!s entrópiaveszteséggel jár. A köt!déshez 

kapcsolt „feltekeredés”-nek fontos szerepe van a köt!felszín kialakításában és számos 

specifikus kontaktust eredményez a fehérje és a DNS között. A rendezetlen részeknek 

általában a DNS kötésre és a specifitásra gyakorolt hatása ennél azonban jóval 

összetettebb. A töltött fehérje-szakaszok el!segítik a DNS-el történ! nem-specifikus 

asszociációt és a lineáris diffúziót. A fehérje lokális koncentrációjának 

megnövekedése a DNS közelében hatékonyabbá teszi a specifikus kontaktusok 

kialakulását is. Ezt el!ször részletesen homeodomének esetében sikerült 

kimutatnunk. Azt is igazoltuk, hogy a rendezetlen részeknek a köt!dést gyorsító 

hatása nem csak elektrosztatikus hatásokra vezethet! vissza, hanem a DNS-el 

kialakított tranziens vagy permanens specifikus kontaktusok kialakulására is. A 

rendezetlen szegmensek – a  kinetikai el!nyök mellett – a termodinamikai 

paraméterek hangolásában is szerepet játszanak. A köt!déskor felszabaduló vizek 

lokális entrópia-hozzájárulása jelent!s szerepet játszik a Hox transzkripciós faktorok 

specificitásának kialakításában. 

vi) Bolyhos fehérje-DNS komplexek. A korábbi javaslatokkal ellentétben nem 

minden rendezetlen szakasz vesz fel stabil térszerkezetet a DNS-hez történ! köt!dés 

során. A bolyhos („fuzzy”) DNS komplexeket alkotó fehérjék funkcionálisan 

sokfélék: transzkripciós faktorok (Max, Ets-1, Ubx, HMGB1, Oct1, NKx3), DNS 

javító enzimek (TDG), magreceptorok (PPAR-"), valamint DNS szerkezetét 

módosító fehérjék (UvrD). A rendezetlen szakaszok tranziens kölcsönhatások révén 

befolyásolják a DNS-el közvetlen kontaktust kialakító oldalláncok, fehérje-szakaszok 

konformációs vagy elektrosztatikus tulajdonságait és ennek eredményeként a DNS 

kötés affinitását/specificitását. A rendezetlen szakaszok poszt-transzlációs 

módosításai, fehérje-fehérje kölcsönhatásai, illetve alternatív splicing által történ! 

változásai lehet!vé teszik, hogy a fehérje különböz! körülmények között eltér! DNS 

szekvenciákat ismerjen fel. Ilymódon járulnak hozzá a rendezetlen fehérje szakaszok 

köt! motívumai a szövet-specificitás kialakulásához. Ez egy új lehet!séget nyit meg a 

transzkripciós szabályozásba történ! beavatkozásra, pl. a biotechnológiában vagy 

gyógyszerkutatásban használt transzkripciós effektorok kifejlesztése felé.  
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VI. Konklúzió és kitekintés 

A felsorolt eredmények alapján javaslatot tettem a „Dinamikus DNS olvasás” 

(„Dynamic DNA readout”) modelljére. Ez klasszikus tényez!kön alapul, de a fehérje 

egészének a komplex dinamikus sajátságait befolyásoló hatását is figyelembe veszi. 

A dinamikus modell segítségével számos olyan kísérleti eredményt sikerült 

értelmezni, melyek molekuláris magyarázatát korábban nem tudták felderíteni.  

A specifikus DNS felismerés alapvet! biológiai kérdésekhez kapcsolódik, mint 

a transzkripciós szabályozás mechanizmusa és evolúciója. A feltárt elvek jelent!sen 

hozzájárulhatnak célzott kísérletek tervezéséhez és segíthetik a szerkezeti adatok 

interpretációját.  A bemutatott eredmények amellett érvelnek, hogy a köt!felszínt!l 

távoli részeknek fontos hatása lehet a DNS-kötés szabályozásában a környezett!l 

függ! specificitás kialakításában is. Ez egy eddig nem vizsgált, új perspektíva, mely a 

gyógyszerkutatás számára is alkalmazható lehet. 
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