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Azutobbi évek egyik legnagyobb tudomanyos
szenzacioja kétségtelentilaz ember genetikai
kodjanak megfejtése volt. Az els6, a genom
csaknem 100 %-dra vonatkozo leirast 2001-
ben publikaltak (Lander et al., 2001; Venter et
al., 2001), éstovabbi két év kellett a mintegy
tizenharom évig tarté projekt befejezéséhez.
Ez az emberi fehérjedllomany genetikai
kodjat jelentS kb. harombillid DNS-bazispar
sorrendjének ismeretét, és az dltaluk meg-
hatarozott fehérje-kodszakaszok (gének)
azonositasat jelentette. Az eredményeket
hatalmas lelkesedés fogadta, és a felfedezés
jelentGségét ma sem tartjuk kisebbnek. A
jelen kutatasi id6szakot szokds postgeno-
mic era-ként, azaz a genom ismerete utani
idGszaknak nevezni. Ez nem idGbeliséget
jelent elsGsorban, hanem arra utal, hogy
a génallominy ismerete utin még sok a
tennival6, amig valoban eljutunk az egyé-
nekre specializalt, molekuliris szintd terdpiai
beavatkozasok sikeréhez.

A genetikai ismeretek gyakorlati, terapiai
alkalmazisihoz tisztizni sziikséges, hogy
egy patologias esetben milyen ponton térnek
el az anyagcserefolyamatok hatterében
allo biokémiai reakciok a normalistol. Fele-
16sként gyakran téves funkcioji, azaz téves
szerkezet( fehérjéket talilnak. De hol kell
beavatkozni a probléma megoldasihoz? Ha

megbecstljik, hogy egy él6lény teljes
¢letideje alatt hanyféle fehérje vesz részt
az életfolyamatokban (ez a teljes fehérje-
allomany, a ,proteom”), akkor igen nagy
szamot kapunk (ez emberre kb. 400 ezer)
a fehérjekodolo gének szamihoz (emberre
kb. 22 ezer) képest. Azaz a genom ismerete
nem adja meg a proteom ismeretét, ahogy
korabban gondoltik. A jelenség ennél sokkal
bonyolultabb; vagyis a fehérjék szintézise és
anyagcsere-folyamatai sorin még eddig fel
nem tart, igen sokféle modosulas torténik,
aminek Gtja mas lehet a szervezet kilonbozs
szoveteinél, az életkortol és kiilsé — fizikai és
kémiai — tényezSktdl is fliggben.
Ezek az ismeretek a kutatok figyelmét
a patologiai problémaért felels molekulak
— fehérjék — felismerésére és a molekuldris
szintii kolcsonhatdasok megismerésére ira-
nyitottik. Ennek megfelelGen kialakult egy
intenziven mavelt 4j tudomanyag, a proteo-
mika, amely egyfajta sejt/szovet/szervezet
teljes fehérjeallomanyanak felderitését cé-
lozza meg a kovetkezs 1épéseken at:
1. A fehérjék szeparilasa.
2. Az izolalt fehérjék azonositasa f&bb jel-
lemz&ik szerint.
3. Az egyes frakciok mennyiségi jellemzése.
4. Az aminosavsorrend (szekvencia) meg-
hatarozasa.
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5. Szerkezeti proteomika: az egyes fehérjék
atomi részletesség térbeli szerkezetének
meghatirozasa rontgenkrisztallografidval
és/vagy mag magneses rezonancia
(NMR) spektroszkopiaval.

6. Kolesonhatasi proteomika.

7. A fehérjeszerkezet modosulasi ttjanak
leirasa.

Kutatoesoportunk hossza ideje folytat vizs-
gilatokat abban a kérdéskorben, hogy az
életfolyamatokat meghatiroz6 kolesonha-
tasokban és a fehérjék enzimatikus aktivi-
tdsaban milyen szerepet jatszik a fehérjeszer-
kezet vazat képezs sok aminosavbol allo
polipeptid lanc specidlisan feltekeredett
térszerkezete, kiilonos tekintettel a hGmérsék-
letbdl adoddan kialakuld belsG mozgasok,
az Un. konformdcios dinamika szerepére
(proteomika: 4., 5., 6. lépések). Az, hogy a
térszerkezet alapvetSen fontos a fehérjék
funkcioi szempontjabdl, régdta ismert volt. A
feltekeredést természetesen a genetikai kod-
bdl szarmaz6 aminosavsorrend hatarozza
meg. Az igy egymis kozelébe kerlils atom-
csoportok kozott azonban tobb nagysigren-
det atfogo kotéserGsségl, tobbféle kotés
lehetséges, és igy ma még a szekvencia alap-
jain nem mondhat6 meg biztonsaggal, hogy
adott kuils6 feltételek mellett (példaul ionos
koryezet, koncentracio stb.) a feltekeredés
milyen ,aton” megy majd végbe, és milyen
térszerkezethez vezet. A térszerkezet fontos-
saga mellett azonban mar a 70-es évek végé-
t6l egyes kutatok felhivtik a figyelmet arra,
hogy a mérésekbdl a minta egyes molekula-
szerkezeteinek dtlagat kapjuk meg, és az
atomok az atlagnak megfelelG helyzet kor-
nyezetében a fehérjefunkcio szempontjabol
igen fontos mozgasokat végeznek. Az elsG
példa az izomzatban az oxigénszallitist vég-
26 mioglobin rontgenkrisztallografidval nyert
szerkezete volt (Kendrew et al., 1958), amely-
lyel kapcsolatban felhivtak a figyelmet arra,
hogy ha a molekula minden idpillanatban a
mérési adatokbdl szirmaztatott szerkezetben

lenne, akkor az oxigénmolekula nem férne

be a szerkezetbe a kordbban mar bizonyitott
kotShelyre (Case—Karplus, 1979). A térszer-
kezet/konformaci6 dinamikai természetét
a rontgendiffrakcios eredmények tovabbi

elemzése, majd a teriileten megjelené NMR
spektroszkopia eredményei is alitimasztot-
tak, azonban ezek a modszerek a mérési

eljarasok természete miatt nem alkalmasak
arra, hogy konkrét fehérjék konformacios

dinamikajat a biologiai reakciokra jellemza,
nativ komyezeti korilmények kozott rész-
leteiben feltarjak. A kozelmultban megjelent
Uj modern mikroszkopiai modszerek mar
olyan eredményeket szolgiltatnak, amelyek
egyetlen fehéjemolekula valamely szerkeze-
ti paraméterének fluktudciojat kozvetlendl

jelenitik meg (Weiss, 1999). Ezek a modsze-
rek azonban szintén specidlis kortilményeket

jelentenek, és egyelGre széleskortien még

nem érhetSk el. Ugyanakkor egyre tobb

kisérleti eredmény sziletik, ami azt mutatja,
hogy a konformacios dinamikanak a mo-
lekularis kolesonhatasokban meghatirozo

szerepe van. A bels6 mozgasok révén

nyilnak meg kotShelyek, szubsztratokat a

reakcidcentrumokhoz szallitd csatornak, s6t

a reakciOpartnerek mozgasat is a konforma-
ci6s dinamika teszi lehetévé. Lehetséges, hogy
a dinamikai valtozas a f6 oka egy-egy funkcio

sériilésének.

Miutin a nativ kortilményekre jellemzé
dinamikai tulajdonsagok leirdsanak igénye
felmertilt, de erre kisérleti lehetGség nem mu-
tatkozott, egy szellemes tlet jelent meg a tudo-
manyban a probléma elméleti/szamitogépes
megkozelitésére (McCammon et al., 1977).
Ez a szamitogépes molekuladinamikai
szimuldcié (MDS) modszercsalad. Roviden,
az otlet az volt, hogy induljunk ki az atomi
részletességl szerkezetmeghatarozas adata-
ibol, és probaljuk meg e tivolsagokkal, sz6-
gekkel és paraméterekkel felirni egyszerd
fuggvények formajaban az egyes atomok ko-
zotti kovalens és nem kovalens kolcsonhatasi
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energiakat. A molekula allapotinak szamit6-
gépes kezelése igy lehetGséget ad arra, hogy
a molekula nativ kornyezetét (hidratburok;
kornyezeti ionok; oldoszer mint kdzeg) is
belefoglaljuk a modelliinkbe (s6t, a krista-
lyositas érdekében végzett modositdsokat is
mod van korrigalni). A kapott sok taghol 4llo
energiafliggvénynek elss lépésként az atomi
koordinatak valtoztatasaval megkereshetjiik
a minimumat. Ez mar a kiindulasi szerkezet
kozelitését jelenti a nativ helyzethez, de
még a mozgast nem tartalmazza. Az atomi
mozgasokat a hémérséklettel az idedlis giz
keresztll kapcsoljuk Ossze. Ez az analogia
aztis megszabja, hogy milyen tartomanyban,
milyen stllyal forduljanak el6 atomi sebes-
ségek, és ezeket véletlenszertien kiosztjuk
az atomok kozott. Az energiafiggvény
alapjan ki tudjuk szamitani az atomok ko-
zOtt hato erdt, igy egy alacsony hémérséklet
(példaul 100 K) és kezdGsebesség-kiosztis
utin elindulhat az atomi helykoordinatak
valtozasanak szamitasa az els6 id6tartam
(példaul 1fs) alatt. A megvaltozott szerkezet
az energiafiggvényen keresztil vissza-
csatolodik, és igy a helyzet 1épésenként
modosul, amig az energiafliggvény értéke
stabilizalodik. Ekkor lehet a hémérsékletet
kis 1épéssel megemelni, és az eljarast ismé-
telni addig, amig a nativ allapotnak megfelels
helyzetet el nem érjiik. Ebben az allapotban
azutin hossza ideig lenne célszerd hagyni a
rendszert, mert ekkor jellemz6 a dinamika a
molekula tényleges viselkedésére. Tobb ns
is szlikséges lehet ahhoz, hogy szamunkra
érdekes kis valoszintségd lokalis fluktua-
ciok is bekovetkezzenek. A szamitdgépes
futtatds idGtartama a molekula méretétdl és
a szamitogépes kapacitastol fliggen alakul
ki (példaul egy kdzepes nagysaga fehérje 1
ns-os dinamikaja egy hatprocesszoros sza-
mitbgépen hirom napig tart). Ezt a komoly
korlatot probaljak tgy is feloldani, hogy az
energiafliggvényt nem atomi részletesség-

gel, hanem egyes atomcsoportokat, kisebb

osszetevoket, molekula-komponenseket egy
egységként felfogva adjik meg, Igy az adott

szamitogép-kapacitis hosszabb idejd futta-
tasokat tesz lehetGvé, a durva kozelitések
viszont problémakat jelentenek. Kutatdcso-
portunk azt az utat valasztotta, hogy inkabb

kevesebb rendszert vizsgalunk egyidejtleg,
azonban atomi részletességu kozelitésben.
Fehérjék tertiletén a legismertebb ilyen

tipust molekuladinamikai programcsomag

a CHARMM (Brooks et al., 1983), nuklein-
savakkal dolgozok inkabb az azonos elven

miikédS AMBER (Weiner—Kollmann, 1981)

csomagot hasznaljak.

Az MDS szamitisok eredménye egy
hatalmas adathalmaz: minden atom egyedi
koordinitii azid6 fliggvényében. Ha ide elér-
kezett egy munka, akkoraza probléma mertil
fel, hogy miként lehet ezen adathalmazbodl a
legfontosabb informacidkat kinyerni, illetve
tovabblépni, a nagyobb egységek mozgasit,
azaz a funkci6é szempontjabol kiilonosen
fontos korrelalt mozgasokat felderiteni. A
tovabbiakban roviden 6sszefoglalva két
teriletrSl mutatunk be sajat eredményeket,

al

B1

1. abra » A hemoglobin rontgenkrisztallo-
grafiaval meghatarozott szerkezete. A sza-
lag” reprezentacio a polipeptid-lanc vonu-
latat mutatja az aminosavak szerkezete
nélkil. Az oxigént koté hem-csoportok
szerkezetét alegységenként feltiintettiik.
Sotétebb tonussal a B, viligosabbal az a
alegységeket jeloltik.
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ezzel szemléltetve a lehetGségeket és egyben
a jelenlegi kutatasi témainkat.

A hemoglobin kooperativ oxigénkdtésének és
alloszterikus viselkedésének vizsgalata

A hemoglobinmolekula (Hb) két-két azonos
és egymashoz is hasonlo alegységbdl épiil
fel, amelyek mindegyike kozel centrilis hely-
zetben  hem”-csoportot tartalmaz, ahol az oxi-
génmolekula megkotése torténik. (7. abra)

A kooperativ viselkedés azt jelenti, hogy
ha mir az egyik hem-csoport oxigént kotott
meg, akkor a kovetkezs, szomszédos alegy-
ségben mar konnyebben kotédik meg a ko-
vetkez6 oxigén. Az alloszterikus viselkedés
azt jelenti, hogy bizonyos molekuldkat (Gn.
heterotrop effektorokat) a tetramer szerke-
zet képes megkotni a centrilis tiregben, és
ezaltal az oxigénmolekulak kotéserGssége
az alegységek hem-csoportjainal modosul.
Mindkét effektus azt mutatja, hogy az alegy-
ségek a hatarfeltileteken keresztiil a centrilis
helyzetd hem-csoportokig kommunikacios
lanccal rendelkeznek. A kommunikacio
titkdnak megértése a szervezet oxigénellatott-
siginak regullisat tenné lehetévé, igy a
terlileten hossz ideje intenziv kutatomunka
folyik. A nagyszama publikicio szerkezet-
vizsgald modszerekkel nyert adatai az
oxigént kot (R) és az oxigénmentes (T)
allapotra, mutidnsokra és az effektorokkal
alkotott komplexekre vonatkozdan mutattak
ugyan hatarozott szerkezeti valtozasokat,
azonban nem adtak magyardzatot az alap-
kérdésre, és nem voltak 6sszhangban az
oxigénasszociacios mérések eredményeivel.
Munkank soran elsGként végeztiink el MDS
vizsgalatokat a teljes tetramer szerkezeten,
nativ kornyezeti feltételek mellett, mind
az R, mind a T allapotban, valamint t6bb
effektorral alkotott komplex esetében (La-
berge etal, 2005). A dinamika aflagaként nyert
szetkezetek mar érdekes eltéréseket mutattak
a rontgenkrisztallografidval nyert adatokhoz
képest: egyes konkrét kotések valtozasa he-

lyett az alegységek hatarfeliiletének egészét

érint$ valtozasokat mutattak. Az effektorok
globidlis hatasa alapjan sikertilt az oxigénatfi-
nitds-mérések eredményeivel (Yonetani et

al., 2002) is dsszhangot talalni. A dinamika

részletes elemzése pedig azt mutatta, hogy
az effektorok kotése az alegységek dinami-
kajat specifikus mdédon modositja. Eredmé-
nyeink azt jelzik, hogy a molekuladinamika

azatulajdonsig, amely kozvetiteni képes az

oxigénkots helyek és az effektorkots helyek
kozott. A problémakort tovabb vizsgaljuk a

korrelalt mozgasok elemzésével.

A foszfoglicerat kindz domeén-mozgdsa-
nak vizsgalata

Afoszogliceratkindz (PGK) egy két doménbdl
allo monomér enzim, amely a glikolizis egyik
lépéseként az ADP foszforilaciojat katalizalja.
A reakcio két szubsztratja az 1,3-foszfoglicerat
és az ADP. A szerkezet problematikus
pontja, hogy a kolecsonhatd molekuldk tdl
tavol vannak egymastol ahhoz, hogy a reakcio
végbemehessen. Kisérleti eredmények fizio-
logias kortilmények kozott arra utaltak, hogy
a szubsztratok jelenlétében a két domén
valoszinlleg 6sszezarul. Hisz évig tartd
erbfeszités utan sikertilt egy speciesesetében
a reakciokomplexet kikristilyositani és
szerkezetét meghatirozni (Bernstein et al.,
1997). Ez valoban zart szerkezetnek felel
meg. Ma még mindig nem rendelkeziink
szerkezeti leirdsrol ugyanazon species
nyitott (szubsztratkté) és zart (foszforilalod)
szerkezetérdl, és a szubsztratok ltal indukal,
a két szerkezetet 0sszekodtd konformacios
mozgas részletes ismerete is hidnyzik.

A kozelmiltban négy nanomisodperc
tartomanyban végzett molekuladinamikai
szimulacioval és kovariancia analizissel kimu-
tattuk, hogy a két domén egymassal korrelalt
és ellentétes fazisi mozgast végez, azaz egy-
mashoz kozeledik, illetve tavolodik (Iasd
nyilak a 2. dbrdn). Ez a statikus szerkezetek
alapjan feltételezett mozgas valoban létezik
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a molekulaban, a szerkezet konformacios
dinamikai tulajdonsaga. Eza merev testszerd
mozgas valoban egymashoz kozel viszia két
szubsztratot, lehetGvé téve igy a reakciot.
Az el6zGekben alatimasztani kivantuk
a fehérjék konformacios dinamikajanak
alapvetGen fontos szerepét, és roviden
bemutattunk néhiany ismeretet, amelyet
err6l a kérdéskomdl szamitdgépes modsze-
rekkel nyertiink. A megkozelitésben ugyan
csak szimuldljuk a konformacios mozgast,
a kisérleti eredményekkel valo egyezés
azonban igazolja, hogy jo Gton jarunk. Es
bar csak a nanomasodperces skalaja moz-
gasokat tudjuk jellemezni, azonban azt ta-
pasztaljuk, hogy ezen adathalmazra épitve
a korreldlt mozgasok és kollektiv rezgések
meghatarozasaval a hosszabb id&skalaja,
valoban funkcionalis jelentGségli mozgasok
jellegére elég nagy biztonsaggal kovetkez-
tethetiink. A szamitogépes molekuladi-

2. dbra A foszfoglicerat kindz rontgendif-
frakcios szerkezete ligandumkots helyekkel.
Nyilakkal a doménmozgasokat szemléltettiik.

namikai szimuldcié tehat mindinkabb az
élettudomanyok mas technikikkal egyelGre
nem kivalthat6, alapvetSen fontos fizikai
modszeréve valik.

Kulcsszavak: szerkezeti proteomika, DNS,
feherjék, konformdcios dinamika, molekula
dinamika
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