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»INon est volentis, neque currentis, sed miserentis Deus”

(Nem azé, aki akarja, sem nem azé, aki fut, hanem a kényoriild Istené.)

Prolégus helyett

Ez az irds az MTA-n — 2010 oktdberében levelezd tagga
valasztasom kapcsdn — tartott székfoglalé eldadasom
Osszefoglaloja. A cikk a Magyar Kémiai Folyodirat
foszerkesztéje, dr. Sohar Pal akadémikus, évek oOta tartd
kedves unszolasanak, atyai noszogatasanak kdszonhetden
késziilt el. A dolgozat nem egy szokasos kutatasi
eredmény tudomanyos Osszefoglaléja, nem az elért
szakmai eredmények szaraz bemutatasa, inkdbb a szerzd
toprengéseinek és gondolatainak kelevéz gylijteménye
szerves molekulakrol, azok térszerkezetérél és belsd
mozgasarol, valamint a molekuldk megismerhetdségérdl,
megtapasztalasarol, 1athatosagarol.

Utazas a mélybe

Akivancsi ember rendszerint szereti az egzotikus utazasokat.
Sokak szamara ez egy mesés tavoli vidék bebarangolasat,
esetleg egy afrikai kirandulast jelentene. Felkerekedik és
hajora, repiilére szall, talan csak kerékparra iil, vagy feldlti
turabakancsat és nekivag az ismeretlennek, bejarja Ungot,
s Baranyat. Vannak aztan olyan ,utazok” is, akik egy
tapodtat sem mozdulnak ki otthonukbol, pedig bejarhatnak
az elgondolt tajakat, megismerhetnék személyesen is az
ahitott helyet. Nem teszik, nem hajoznak 0j vizekre, nem
kalandoznak 10j vidékekre, am egy izgalmas konyv és a
képzeletiik segitségével jarjak az ismeretlent. Fantazidjuk
¢és képzelderejiik segitségével utaznak a pampak végtelen
siksagain, jarjak a hegyeket, eveznek eziisttiikrti tavakon.

Olvas6 vagy ird, mindkettd lehet ilyen, mint példaul Karl
May, aki vilaghirii ,,uti beszamolo6it” ugy vetette papirra,
hogy kozben otthonabol ki sem Iépett. Vannak, akik
megtehették volna, de nem utaztak, csak képzeletben.
Megint masok viszont sziikségszeriien lettek helyben
maradasra karhoztatva, mivel utazasuk célja elérhetetlen.
Verne Gyula példaul a Fold kozepe felé vette volna utjat, ha
tehette volna, de nem utazhatott, s almai almok maradnak
talan orokre. A hires német és francia irok mellett, kiket
létez6 tajak ihlettek meg, vannak olyanok, mint példaul
Karinthy Frigyes, aki a koponyaja koriil utazott, s irta le
kalandjait. Utazni tehat lehet a valdsagban, vagy csak a
képzelet szarnyan, a jelenben vagy akar mas idében.

Am az ut, amire most Ont invitalom, kedves Olvasé, mas
természetli. Minden betlije a nagybetiis valosagrol szol, mégis
komoly szellemi erdfeszitést igényel a megértése. Nem kell
fizikailag megmozdulnia, mégis ismeretlen vilagba vezetem

a gondolat szarnyan: tudasunk és ismereteink alapjan a
mikrokozmoszba utazunk. A spektroszkopiai mérések,
adatok és tények, a ridegen fegyelmezett tudomanyos
valésag talajan édllva, am az On olvas6i fantdziara is
alapozva, szeretnék betekintést nydjtani a mikrokozmoszt
felépitd molekuldk vilagaba. A képzelderének is teret
hagyva, személyessé téve utazasunkat, kalandozzunk el
abba a valovilagba, amit a molekulak uralnak, ahol 6k toltik
ki a teret. Utazzunk hat ezuttal k6zosen, de ne a koponyank
koriil, hanem a képzeletiink segitségével a mikrokozmosz
felé.

A szerkezetkutato vilaga: a mikrokozmosz kincsei

Eletiink szokasos és kézenfekvd tavolsigegysége a méter.
A legtdbb ember testmagassaga 1,5 és 2 m lehet, lakdsunk
és munkahelyiink szobdi is par méter szélesek, hosszuak és
magasak, s aligha futunk szdz méternél tobbet esetenként
a busz utan. Talan tudjuk, hogy a csillagaszatban hasznalt
tavolsagegység — az atlagos Nap-Fold tavolsag, — az 1
méteres referenciarendszernél 150 milliardszor nagyobb.
Persze erre legtobbszor aligha gondolunk. Egy nyari
¢éjjelen ugyan elmerenghetiink a csillagok messzeségén,
az ottani tdvolsagok o6rids mivoltan, &m inkabb a csillagok
rajzolataban szoktunk gyonyorkddni, s a szinte felfoghatatlan
tavolsagokkal nem sokat t6rédiink. Pedig dobbenetes, hogy
az égen latott csillagok kozott lehet sok olyan, amely mara
mar kihunyt, am régi ,,fénye” még bdszen vagtat felénk.

A csillagaszatban hasznalt egységnyi tavolsag mintegy 11
nagysagrenddel tér el tehat hétkdznapi egységiink hosszatol,
e nagysagrendi ugrast értjiik ugyan, de csak nehezen érezziik.
Ez a tizenegy nagysagrend felfelé csak alig tobb, mint az a
10 nagysagrend lefelé, amit meg kell tenniink ahhoz, hogy
kézenfekvd vilagunkbol — ezittal lefelé —az atomok vilagaba
érkezziink. Oda, ahol tavolsagegységként az Angstromot
érdemes hasznalni, ami koriilbeliil egy NH kotés hossza.
Mig a kiilonbozd tdvesovekkel a tavoli égitesteket, addig
nagyitokkal és fénymikroszkopokkal a paranyi targyakat, az
egymastol is csak mikrométer tavolsagra 1évo baktériumokat
szoktuk vizsgalni. Am a molekuldk méretei a pici sejtek
atlagos méreteinél is még tobb nagysagrenddel kisebbek!
Ebben a tartomdnyaban a svéd fizikusrél (Anders Jonas
Angstrém) elnevezett 1 Angstrom adodott jol hasznalhato
tavolsagegységnek. Az atomok és molekulak vilaga tehat
koriilbelil 10 nagysagrenddel van, a szemiink szamara
szokvanyos hétkoznapi vilagunkba ,,beagyazva”. Utazasunk

" A dolgozat Perczel Andras az MTA levelez6 tagja 2010. november 16.-an tartott akadémiai székfogalo eldadasanak szerkesztett véltozata.
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elsd 1épéseként fénymikroszkop segitségével a 100 pm-es
sejteket, vagy az 1 um-es baktériumokat figyeljik meg. S
csak mikor mar megszoktuk ezt a dimenziét akkor haladunk
tovabb ,,lefelé”.

A lathato fény 500 nm-es hullamhossza korlatként 1ép fel
e mérettartomanynal kisebb targyak megfigyelése soran.
A még kisebb, minddssze 100 nm-es influenzavirus,
vagy az ennél is kisebb hepatitis virus részleteit mar csak
elektronmikroszkop  segitségével  tanulmanyozhatjuk.
A transzmisszids elektronmikroszkop (TEM), amely a
targyakat elektronsugarral ,,vilagitja” at, vagy a pasztdzo
elektronmikroszkop (SEM), amely a visszavert elektronok
segitségével allit el képet a targyak feliiletérdl, segitik
tajékozodasunkat. Hogy a molekulakrél pontos és
”¢les” atomi felbontasu képet alkothassunk még a krio-
elektronmikroszkop sem igazan alkalmas eszk6z, noha
ezzel akar az 1-10 nm-es felbontas is elérhetd esetenként.
De akkor milyen eszkozokkel ismerhetjiik meg igazan a
molekuldkat s azok részleteit?

A molekulakat a természettudos sem ,,latja” tigy, mint ahogy
a hétkoznapi targyakat latjuk. A mért adatokat 6sszegytjtve,
ezek alapjan mégis el tudjuk azok térszerkezetét képzelni, le
tudjuk irni ugy, mintha tényleg latnank azokat. A képalkotas
hianya még nem jelenti az észlelés hidnyat! Rontgen- és
elektrondiffrakcidés, valamint magneses magrezonancia
spektroszkopiai  (NMR) mérési adatokra alapozott
informaciok és logikus megfontolasok alapjan épitiink
»képet”, potoljuk azok tényleges hianyat.

De milyen is a helyes kép egy molekular6l? Az atommagok
és elektronok rendszerénél lejjebb a kémikus nem
merészkedik; mar ez a mélység is kellden komplex és széditd
szamara. Bar a kvantummechanika nem értelmezi explicit
modon a molekulaszerkezet fogalmat, a kémikus mégis
nagyon jelentdséget tulajdonit a molekuldk reaktivitasa
és atalakithatosaga mellett, azok térszerkezete és belsd
mozgasa irant is. A szerkezetkutatd ezeket az informaciokat
gyurja 0ssze, s alkot segitségiikkel ,.képet” a molekulakrol.
Sok szerves molekulahoz hasonldan a fehérjéket felépitd
aminosavak, bar kémiailag egységesek és jol definialtak,
térbeli megjelenésiik — azaz térszerkezetiik — tobbféle lehet.
Janus a kétarcu romai istenség csak két eltérd profillal
rendelkezett, a molekulak legtébbje ennél joval tobbel bir.

Azokat a molekulakat, amelyek hol az egyik, hol a masik,
hol a harmadik, stb. térszerkezetiiket mutatjak, ezen ,,arcok”
sulyozott atlagaként célszeri bemutatni. A helyes abrazolas
esetén a molekulardl rajzolandd ,kép” tehdt nem csak
kicsi, de felettébb dinamikus is.! Am e valosaghti abrazolas
(dinamikus képhalmaz) sokszor tilsdgosan bonyolult, s az
atomi részletek dinamikaja gyakran csak kevéssé ismert,
hajlamosak vagyunk hibasan, csak egy-egy jellegzetes
HKimerevitett” térszerkezet bemutatdsdval megelégedni.
gy egy kicsit magunkat, s a vilagot is megtévesztjiik
egyszerusitésiink altal. A molekulak térszerkezetének
sztochasztikus és determinisztikus leirasmodja éppen arra
utal tehat, hogy a molekula térszerkezete — barmit is jelentsen
az és barmennyi is legyen abbol egy id6ben jelen — komplex
modon 0sszekdti a téralkatot (koordinatakat) és azok bels6
mozgasat. Molekularis téralkat és belsdmozgas: szét nem
valaszthat6 fogalompar! Ezt konnyen belathatjuk, ha tudjuk,

hogy az atomok még zEérd kelvinen is rezegnek egyensulyi
allapotaik koriil. Erdemes tehat a molekula térszerkezet és
a molekularis bels6 mozgas Osszekapcsoltsagabol adddo
tengernyi allapotra és megjelenési formara ugy tekinteniink,
mint az adott molekula idedjanak manifesztacioira, a teljes
valdsdgaban meg nem ismerhetd lényegére.

Reflexidk az ldea-ra

Bar a szerkezetkutatd célkeresztjében 1évé molekulak
megismerhetdségérél toprengtem, ekdzben a filozofiai
természetl ,,idea” fogalma is felbukkant. Vajon mit is jelent
pontosan az eldbbi megfogalmazas, miszerint: a legtdbb
molekula szamos téralkat dinamikus egyenstlyaként
irand6 le, melyek a molekula idedjanak manifesztacioi?
Mintha ugyanaz a dilemma jelenne meg a mikrokozmoszt
benépesité molekuldk helyes leirdsa esetén, mint amit
korabban Szokratész, a hétkdznapi életiink targyai kapcsan
fogalmazott meg. A gordg ,idein”, melynek jelentése
,nézni”, valamely dolog latvanyéara, annak jellegzetes
vondsai szerinti besorolasara utal. A karakterisztikus
vonasok alapjan torténd percepcio, majd az ezt kovetd
azonositas tehat az észlelés kulcsmomentuma s arra utal,
hogy egyes targyak és jelenségek valtozékonysaga ellenére
képesek vagyunk dolgokat felismerni, egyedi vondsaik
mogott a tipikusat észrevenni.

Gyakran hasznalt példa az, ahogy képesek vagyunk
felismerni a kozoset, s ezaltal meglatni a fat példaul a
lehullé falevél, a z61diild riigy, a hars és fiiz morfologiai
eltérései ellenére is. A levél, a riigy s minden mas is, mind
a fara utal. A fa ideajat sejtetjilk meg a megfigyelt ,,tények”
mogott. Lathatjuk tehat, hogy hétkdznapi vildgunkban
is meg kell birkoznunk a latottak feldolgozasaval, az
absztrakcion keresztiil az idea, jelen esetben a fa ideajanak
megalkotasaval. Sok egyedi vondsbdl vonjuk ki (extrahaljuk)
az ideat, s alkotjuk meg egy-egy targy vagy fogalom
transzcendens képét. Furcsa moédon mar a hétkdznapi
vilagban megszerezheté élményeink és tapasztalataink sem
magyaraznak meg bizonyos hétkdznapi fogalmakat. Példaul
a matematika targyai a szamok, melyek azonban a maguk
konkrétsagaban egyaltalan nem tapasztalhatok meg. Két
almat és harom kortét keziinkbe vehetiink ugyan, de sem a
2-es, sem a 3-as szammal kézvetleniil nem talalkozhatunk.
Hasonléan a geometria targyai sem tapasztalhatok meg,
hiszen nem létezik a valoésagban sem a pont, sem a kor,
mégis elfogadjuk, hogy az érinté csupan egyetlen pontban
érinti a kort. Nincs tovabba két egyforma alma vagy korte,
mégis batran hasznaljuk az egyforma, az egyenio kifejezést
targyaink jellemzésére.

Mindezek fényében arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy
a hétkdznapi, ,,méteres” vilagunk szamos fogalma sem a
fizikai megtapasztalason vagy a tényleges latason alapul.
Furcsa mdédon nem is az absztrakcié az, ami fogalmaink
megalkotasdhoz vezet, hiszen ahhoz hogy absztrahalni
tudjunk, ahhoz ismerniink kellene a targy leglényegét. Eppen
annak a dolognak az idedjat — mondjuk a tokéletes almat
vagy a tokéletes kortét, — tehat éppen azt, amit keresiink, a
priori ismerniink kellene a fogalom megalkotasdhoz. De ha
mindez igy van, akkor hogyan ismerjiik fel és azonositjuk
a minket koriilvevé targyakat? Gondolhatjuk azt, amint a
g0rogok tették, hogy valamiképpen magunkkal hozzuk ezen
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ismereteket. Pontosan nehéz lenne e képességiink eredetét
megnevezni. Talan igazuk volt a gorogdknek, miszerint foldi
életiink el6tt istenekkel voltunk egyiitt és ott megszemléltiik
a valodi létezoket, ott megtapasztaltuk mindenbdl a
valodit, megismertiik az idedkat. Szerintiik dolgunk ebben
a vilagban nem tobb, de nem is kevesebb, mint mindarra
visszaemlékezni (anamnészisz) amit ,,ott lattunk”. Ebben az
értelemben egy-egy hétkoznapi targy vagy fogalom Iétezd
igazsagat ideajahoz vald hasonldsaga adja meg. Az igazi
alma tehat pont olyan, mint amilyennek az almanak lennie
kell, de a 1étez0 (a 1étezés soran megvalosuld) alma sohasem
éri el donmaga eszményi allapotat, s ezért ideajara vonasai
csak részben és toredékesen utalnak.

Igaz 1éte tehat csak az idedknak van. Hétkoznapi fogalmaink
a szubjektiv idedk vilagabol valok, mert a valddi, az
objektiv ideak toliik fiiggetlenek. Azok 6rok és valtozatlan
transzcendens valdsagok, immanens vilagunkban nem
megismerhetdk. Fizikai targyaink vagy a megvalosulod
események puszta arnyékai csupan a sajat ideaiknak,
1étezésiik csupan utaldas Onmaguk tokéletes formajara.
Mindez jol mutatja, hogy ha pusztan hétkoznapi életiink
targyait nézziik, ha valosnak vélt ,méteres” vilagunkat
szemléljik, mar akkor is észre kell venniink, hogy ,,az
érzékelhetd vildg ugy viszonylik az idedkhoz, mint arnyék
a testekhez.” Ha tehat ennek fényében ,,az idedk a valosag
principiumai”, akkor a Iényeg meglatasaban, sem a
makro- sem a mikrokozmosz objektumainal, nincs konnyi
dolgunk.

Ahogy tehat kelld megfigyelést kdvetden egy hétkdznapi
fogalom, példaul a fa, ideajanak megsejtésére képesek
lehetiink, — bar az észlelés terén nehezebb helyzetbe
keriiliink —, hasonlé6 moédon kereshetjiik a mikrokozmosz
targyainak idedit is. Az idea keresésének stratégidja tehat
nem méretfiiggd! A kutatds targyat képezd objektum
méretétdl fliggetleniil, azt megsejthetjiik. Kicsit masként
megfogalmazva az ,extrakciés” feladat — az idea
megsejtésére — ugyanaz a mentalis kihivas, noha az
adatgylijtés modja és eszkdzei merdben eltérnek, ha a fa
vagy ha egy fehérje idedjanak megfogalmazasa a célunk.
»~Az anyag szervezddésének kiilonboz6 szintjei vannak”
ahogy ezt Kajtar Marton professzor oly szemléletesen fejti
ki a ,,Valtozatok négy elemre” cimii konyvében: ,, Minden
szinten mast tekintiink alkotorésznek, épitéelemnek és mast
szerkezetnek, strukturanak. Az €16 szervezetek épitdelemei
a sejtek .... az anyag szervezddésének ezt a magasabb rendii
szintjét vizsgalja a biologia. A sejt azonban maga is dsszetett:
ezernél is tobbféle kicsi és nagy molekula bonyolultan
szervezett rendszere, struktirdja .... ezt tanulmanyozza
a molekularis biologia ... A molekulak atommagok ¢és
elektronok szervezett rendszerei. Ezek vizsgalataval
foglalkozik a kémia.”

A szerkezetkutatd kémikus feladata tehat tobbrétd, mert
egyrészt adatokat gyijt eltéré spektroszkopiai és diffrakcios
eljarasok segitségével kis és nagymolekulak térszerkezetrol,
bels6é mozgasarol, masrészt szamitasokat végez ¢és
molekulamodellez. Csak ezek segitségével tudja a ,,nyers”
mérési adatokat értelmezni, s kisérelheti meg a képalkotast. E
haromdimenzids kirakos Osszerakasa, hasonloan a szokasos
kirakésokéhoz annal bonyolultabb, minél tébb elembdl
(jelen esetben atombdl vagy molekula fragmensbdl) épiil

fel. Ugyanakkor a sokszor sziszifuszinak tiiné napi munka
kozben, a kémikus sem vesztheti szem el6l, azt a pontosan
soha meg nem oldhaté feladatot, amit az adatok kibontasa, az
egyes molekulak ideainak meghatarozasa jelent. Ami adatot
mériink és ahogy jellemezziik az adott molekulat, azok mind
a molekula idedjarél adnak szdmot, segitik eld a taldn jobb
felbontast ,.képalkotast”. Nagy kihivas, hogy fatol lassuk
az erd6t, hogy a tengernyi technikai részlet és partikularis
adat kozepette ne veszitsilk szem eldl a 1ényeget. Célunk,
hogy ki tudjuk valogatni a leglényegesebb vonasokat é€s
emelni azokat, amelyek arra a molekulara nézve kiilonosen
fontosak és jellemzoek, s talan a ,legtomorebb mddon”
reflektalnak az adott ideara. Cipész a kaptafanal, kémikus a
molekulaknal maradjon. Lassunk inkabb néhany példat arra,
hogyan lehet a szerkezet-meghatarozas kihivasai mellett az
altalanosra, az adott molekula ideajara kovetkeztetni.

Fehérje-konformer prototipusok

A fehérjék bonyolult téralkatl, komplex poliamid
rendszerek,>* melyek a legvaltozatosabb biologiai feladattal
rendelkezhetnek. Ma fehérje adatbazisokbdl szazezernél is
tobb kiilonbozé fehérje 3D-térszerkezetét huzhatjuk eld,
akar atomi felbontasban is tanulmanyozhatjuk részleteiket.
Mikozben e téralkatok szama igen nagy €s sokszintségiik
lenyligozo, a fehérjéket felépité aminosavak szama korlatos,
minddssze 20. Elgondolkoztatd tehat, hogy ez a véges
modon képes polimer lancca szervezddve ilyen nagyszamu,
egymastol annyira kiilonbdzé térszerkezetet l1étrehozni?

Alkalmazott kvantumkémiai moddszerek segitségével arra
a kérdésre kerestilk a valaszt, hogy hany elkiilonithetd
téralkata lehet egy-egy ilyen fehérjeépité aminosavnak?
Mekkora az a konformacios ,,repertoar”, ami felhasznalasra
keriilhet aztan egy-egy fehérje bioaktiv térszerkezetének
kialakitasa soran?® Kezdetben — a nyolcvanas évek masodik
felében, — csak alacsonyabb elméleti szinteken, s csak a
legegyszeriibb kiralis aminosav, az alanin-diamidjanak
(1. abra) konformacios feltérképezésére vallalkozhattunk.®
Késébb, magasabb elméleti szinteken, hosszabb és
bonyolultabb oldallanci molekuldk esetében is el tudtuk
mar végezni a téralkatok feltérképezését.” 12

Egyes molekulak esetében azota e szamolasok helyességét
kisérletes modszerek segitségével is igazolni tudtuk.'
Megallapitottuk, hogy kilenc jol jellemezhetd és elvben
elkiilonithetd molekula gerinc-konformer alkotja a fent
emlitett repertodrt (2. dbra). Ugy tiinik, hogy ez a 9 téralkat
prototipus a fehérjéket felépité 20 természetes aminosav
mindegyikére jellemz6, s a fehérje téralkatok barmilyen
sokszinliek és komplexek is lehetnek, ezek mindegyikben
csak ez a 9 alapszerkezet varialodik.

I ]
H—C—N H--(T" H-C —NH,
CH;

1. Abra. A fehérjeépit6 20 természetes aminosav konformécios
prototipusaként hasznélt For-L-Ala-NH, kémiai szerkezete.

Egy n atombol felépiild molekula — n=16 a For-L-Ala-NH,
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esetében (1. é&bra) — nagyszdmu (3n-6) vibracios ¢és
rotacios alapallapottal rendelkezik. Mint az embert az
ujjlenyomata, ugyanolyan jol jellemzik a molekuldak
barmely térszerkezetét a vibraciés és rotacids energia-
atmenetek. Tehat a fehérjeépité-aminosavak barmely
téralkata is jol jellemezhetd ezen adatok segitségével. Am az
aminosavak és konformacios allapotaik egyedi jellemzése
mellett, kdzos, erre a molekulacsaladra jellemz6 vonasok
is azonosithatok voltak. S ahogy sok egyedi vonasbodl
megalkothato a ,,fa” idedja, gy a 20 kiilonb6z6 aminosav
kémia és spektroszkopiai sokszinliségébdl, konformacios
tulajdonsagaik egyiittes analizisébdl meghatarozhatdéva
valtak k6z6s vonasok.'* Idedjuk kérvonalazodott.

Ahogy egy gyermek alapkaraktere is néhany iigyes fénykép
segitségével behatdrolhatd (3. abra), ugy a 9 konformer
prototipus beazonositdsa hozzajarulhat a fehérjeépitd a-L-
aminosavak idedjanak helyesebb meghatarozasahoz.

(
-
" J

W
S

1

2. Abra. Barmilyen gazdag is a globularis fehérjék térszerkezete, az
azokat felépitd aminosavak tigynevezett gerinc-konformerei az abran
lathato kilenc prototipus (v, 6., o, stb. ) valamelyikével nagy szerkezeti
hasonlésagot mutatnak.

Tanulsagok a legkisebb fehérje kapcsan

Maig nyitott kérdés a globuléris fehérje primer és tercier
szerkezetének intim kapcsolata. Tudjuk, hogy az aminosav-
sorrend, tehat az els6dleges vagy primer szerkezet nem csak
a polipeptid-lanc kémiai Osszetételét, de a harmadlagos
(tercier) szerkezetet is meghatarozza. Tehat az aminosav
Osszetétel és sorrend egyszerre hatarozza meg a globularis
fehérjék téralkatat és dinamikus jellemz6it. Am homély
fedi e globalis Osszefiiggés részleteit. Komoly szakmai
érdeklddés ovezi ezért az egyre rovidebb lancu, tehat egyre
kisebb molekulatomegii olyan fehérjék vizsgalatat, amelyek
vizes oldatban oOnalldéan feltekerednek, azaz iddatlagban
egységes 3D-szerkezettel rendelkeznek. Ilyen minifehérjéket
részben globuldris fehérjék leroviditésével és atszabasaval,
részben de novo tervezéssel allithatunk eld.'>1¢ Az altalunk
elészeretettel vizsgalt minifehérje e csalad legkisebb
képviselgje: minddssze 20 aminosavbol épiil fel, mégis
rendelkezik az ugynevezett , Trp-kalitka” harmadlagos
szerkezettel. Az o- és 3, -hélix'” mellett jelenlevd
poliprolin tipusu masodlagos szerkezeti elemek egymassal

3. Abra. Ahogy a kilenc kiilénboz6 arckifejezésben felismerhetjiik
ugyanazt a személyt, megsejthetjikk hangulatat, ugy a 9 konformer
prototipus megismerése is elvezethet az aminosavak k6z6s konformacios
vonasanak, ideajanak megsejtéséhez.

kolcsonhato, kompakt téralkatot hoznak létre vizben. Az
in vitro és in silico feltekeredési vizsgalatok tanulsagai
szerint ez a térszerkezet stabil marad, a molekula akar 30-40
fokos melegitése ellenére is."* A globularis fehérjék, s igy
a minifehérjék fel- és letekeredésének atomi részleteirdl, a
térszerkezet bels6 dinamikus viselkedésérol azért szeretnénk
tobbet megtudni, hogy a fent emlitett ok-okozati sszefliggést
mélyebben és pontosabban megérthessiik. !5

A nagyobb, akar tobb szdz aminosavbol felépiilé fehérjék
esetében gyakran meg kell elégedniink az ugynevezett
két-allapoti modell adta precizitassal. Ennek alkalmazasa
soran feltételeziink egy teljesen feltekeredett (F), valamint
egy teljesen letekeredett (U) makromolekularis allapotot, s
csupan ezen két allapot segitségével jellemezziik a fehérje
térszerkezetének hoémérséklet- (vagy nyomads-) fiiggését.
Mivel a mindéssze 20 aminosavbol allo minifehérje kelléen
kisméreti molekularis rendszer, ezért itt eredményesen
vizsgalhattuk a folyamat részleteit, a le- és fel-tekeredési
ut részallomasait is. A "N és BC/®N jelolt fehérjék
hémérsékletfiiggd NMR-mérései alapjan kiillonboz6 kozti-
allapotokat figyeltiink meg, és jellemeztiik azokat mind
semleges, mind savas pH-n.

Az NMR spektrumok elemzésére egy uj dekonvolucids
eljarast dolgoztunk ki, mellyel jellemezni tudtuk
az akér lathatatlan” fel- és letekeredett, illetve a
kozbiils intermedier allapotokat is.2'?2 Ujszer(i elemzé
modszeriinknek kdszonhetden azokat a teljesen tiszta (pl.
100% F, 100% U 4. abra) téralkatokat is jellemezni tudtuk,
amelyek a gyakorlatban nem tudnak megvaldsulni egyéb
okok miatt. Példaul a 100%-ban feltekeredett allapot nem
tud megvaldsulni, mert olyan alacsony homérsékletre
kellene lehiiteni a molekulat, ahol a kdzeget jelentd viz mar
megfagy. Egy alkalmas, nem-linedris illesztési modszert
felhasznalva megkaptuk mind a tobb-1épéses feltekeredési
folyamat termodinamikai paramétereit (AH™, T ™, ACpF"
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¢s AH™Y, T Y, ACpl'U), mind pedig a tiszta allapotok NMR
kémiai-eltolodasértékeit. A Trp-kalitka feltekeredése
soran legalabb két megkiilonboztetheté kozbiilsé allapot
kialakulasat vettiik észre. Semleges kdzegben egy, az NMR
idoskalan mérve gyorsan cserélodé (I allapot, 4. abra),
mig savas kdzegben egy lassabban cseréld intermedier
allapotpar valt megfigyelhetové (U’ és U” allapotok,
4. abra). A gyorsan cseréld koztiallapot térszerkezete
hasonlit a nativ vagy feltekeredett (F) allapotra. Az F és 1
allapotok eltérése els6sorban a stabilabb 3, -hélix téralkat
atalakulasaval jellemezhet6. Az I intermedierben a G'-G'*
szegmensben a kevesebb belsé H-hidat tartalmazo és ezért
kicsit labilisabb a-hélikalis téralkat valosul meg. A savas
kozegben (pH=3) lassan cserél6dd intermedierek (U’ és U”
allapotok) belsé dinamikajukra nézve igen mozgékonyak,
térszerkezetiiket tekintve majdnem teljesen rendezetlenek.
Itt a G"'-P" peptidkotés konformacidja lehet akar cisz, akar
transz térallasu.

Osszefoglalva, a feltekeredett téralkat (F 4. abra) az
emelked6 kiils6 homérséklet fliggvényében meglazul,
fokozott bels6 mobilitdsiva valik, majd még magasabb
hémérsékleten letekeredik €s ,,szétesik” (U 4. abra). Ezért
ez utdbbi U-allapotot csak sok ezer eltéré térszerkezet
egyiitteseként jellemezhetjiik (jo példa a dinamikus sokasag
fogalmara). Am ezen a letekeredési titon, a kozeg savassaga
figgvényében két eltérd jellegh kozbiilsd allapotot, az
I (pH=7) és az U’/U” parokat azonositottuk és részben
jellemeztiik is (meghataroztuk pl. a jellegzetes NMR kémiai
eltolodas értékeiket).

energia

savas pH

semleges pH

4. Abra. A Tc5b, egy Trp-kalitka téralkata minifehérje, hipotetikus
feltekeredési energiatolcsére. Az NMR segitségével megfigyelt és részben
jellemzett kiilonboz6 konformacios allapotai: F; teljesen feltekeredett, U;
teljesen letekeredett, I; kozbiilso allapot semleges pH-n, U’ és U” kozbiilsd
allapotok savas pH-n. Az allapotokat szimbolizalo betiik alatt a Tc5b
fehérje folanc- vagy gerinc-térszerkezetének sematikus rajza vagy rajzai
talalhatok.

Heteronuklearis relaxacios mérések, illetve
molekuladinamikai szimulacidok segitségével feltartuk a
fehérjegerincbelsé mozgékonysaganakhdmérsékletfiiggését,
a téralkat-atrendez6désnek molekuldris hatterét. Az a
tény, hogy in vitro atomi szintli szerkezeti és dinamikai
informaciok gyiijthetdk e fehérje intermediereirdl, egyben
explicit utalast is arra, hogy milyen is lehet e fehérje-
feltekeredésének potencialis energiafeliilete (4. abra). Az
itt bemutatott kisérletes eredmények, valamint in silico
szimulacidink alapjan meghataroztuk a Trp-kalitka téralkat
leggyengébb pontjat, a G'"-P'? kotést, illetve semleges
kozegben a G"-G! szegmenst. Megtalaltuk tehat azt a
pontot, ahol a fehérje a legsériilékenyebb, ahol a termikus
behatasnak a legkevésbé tud ellenallni.

Az els6 példahoz hasonloan, e masodik esetben is egy,
a fehérjéket felépitd térszerkezeti egység konformacios

tulajdonsagait  vizsgaltuk. Mig azonban korabban
a  fehérjeépitd  aminosavak  kozds  konformacids
tulajdonsagaira, a 9  prototipus meghatarozasara

fokuszaltunk, a jelen példa egy kisebb fehérje termikus
denaturalasanak (hémérsékletemelkedés kivaltotta
letekeredésének) részleteit vizsgalta. Meghataroztuk a
fehérje lanc leggyengébb lancszemét, azt a pontot ahol a
fehérje-téralkata a legsériilékenyebb. Tehat ebben az esetben
a molekula dinamikus 3D-szerkezetét kiegészitettik a
fehérje hé-stabilitasi adataival, ramutatva a bels6é dinamikai
jellemzés soran a Trp-kalitka gyenge pontjaira. A szerkezeti
informaciok ilyetén kiegészitése kozelebb vezetett a Trp-
kalitka téralkat-tipus idedjanak teljesebb megismeréséhez.

Egyedul (nem) j6, de egyutt veszélyes

A Trp-kalitka feltekeredett térszerkezetének stabilitasa
leromlik és U allapotok sokasagat veszi fel, ha minddssze
egyetlen, az N-termindlisra esG aminosavat kicseréljiik.
Az Asn — Arg(+) csere (ez utobbi oldallanc fiziologias
koriilmények kozott pozitiv toltést hordoz), mivel a Trp-
kalitka téralkat helikalis részének elejére esik, destabilizalja
azt, s ezaltal az egész térszerkezet labilissa valik. Az igy
kapott HO jelii molekula feltekeredési energiatdlcsére a TcS5b
4.abran feltiintetettjéhez képet sokkal laposabb lenne, s ezért
mar szobahémérsékleten is az U-allapot (rendezetlennek
sokasag) jellemz6é ra. Ha a HO molekula N-terminalisat
5 (HS5), majd tovabbi 5 aminosavval meghosszabbitjuk
(H10), akkor fokozatosan restauralodik az eredeti stabil
térszerkezet.”® Ugyanezen folyamat soran megfigyeltiik
azonban azt is, hogy mig a ,,végallapotot jellemez6” H10
magas molaris koncentracié esetén is stabil monomer
allapotot vesz fel, addig H5 labilisabb, téralkata konnyen
aggregalodik (5. dbra).

Azt talaltuk, hogy a HS fehérje esetében az a — P meg nem
fordithato (irreverzibilis) konformacids atmenet aktivalasi-
szabadentalpia értéke (AG) sokkal alacsonyabb, mint
ugyanez az érték a H10 esetében (5. abra). Ezért a H10
alig, mig a HS fehérje konnyen képez on-asszociatumokat,
ugynevezett aggregatumokat. Mindez azért fontos, mert
egyes fehérjék konformacids atalakulasaihoz, illetve
fokozott aggregacios képességiikhoz olyan betegségek
tarsithatok, mint az Alzheimer-koér vagy a prion-betegség.
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5. Abra. A Tc5b egy muténsa a HO, és ennek 5 (H5) majd tovabbi

5 aminosavval meghosszabbitott variansa (H10), konformacios
preferencidjuk jellemzése. A HO nagyfoku rendezetlensége (U-allapot)
stabilizalodik az elsé, majd a masodik 5 aminosav hozzaadasaval, am mig
a H10 a Trp-kalitka téralkatat igen magas koncentracioban is megérzi,
addig a HS mar fiziologiasnak mondhat6 koriilmények kozott is konnyen
aggregalodik.

Mas betegségek soran tapasztalt fehérjék hibas fel- és
letekeredése mellett, ezen betegségek esetében egyes
fehérjék (pl. Tau, APP-fragmensek) fokozott aggregacios
képessége all. A HO, HS és H10 modellek &sszehasonlitd
szerkezetvizsgalata egy olyan aggregacios modell-rendszert
eredményezett, amelyben a fehérjék 3 alapallapota
elkiiloniilten, de egy rendszerben tanulmanyozhato.
Nevezetesen a rendezetlen (HO), az aggregalodo (HS) és a
globularis jellegét megdrz6 (H10) modellek fehérje-allapotai
lefedik a ma ismert ,,fehérje-konformacios teret”; a ,,fehérje
univerzumot”. Eredményeink szerint a Trp-kalitka téralkat
igéretes modell nem csak a fehérjék le- és feltekeredésének,
de a kiilonboz6 aggregacios vizsgalatoknak is. (Ugyanez
nagyobb globularis fehérjék esetében atomi szinten csak
nehezen vagy elnagyoltan tanulméanyozhatd.)

Talan ezek a modellrendszerek segithetnek jobban
megérteni a karos fehérje aggregacio és amiloid képzddés
molekularis hatterét, a ,,fehérje-temetd” mibenlétét. Most, a
korabbi példaktol eltéréen nem egy molekula, hanem egy
fogalom, a fehérje aggregacio idedjanak mélyebb megértése
volt a cél. Megallapitottuk, hogy az aggregacié fogalma
szorosan ¢€s szervesen dsszekapcsolodik a fehérjékkel, azok
poliamid kémiai 0sszetételébol kovetkezik. Leszogezhettiik,
hogy akkor lesz ez a képesség felfokozott, ha az emlitett
o — P irreverzibilis konformaciés atmenetek aktivalasi
szabadentalpidja lecsokken. Torténhet ez egy mutacio, egy
atalakulas vagy kornyezeti valtozas megjelenésével. Tehat
barmely valtozas a fehérje allapotaban, amely ez iranyba
hat, a fehérjét sériilékenyebbé, sebezhetévé teszi, minek
kovetkeztében a fehérje konnyebben jut termodinamikai
mélypontjara, az ugynevezett ,fehérje-temetébe”. Az
aggregacié mint esemény idedja dsszetett €s bonyolult, de a
folyamat mibenléte alkalmas modell rendszerek segitségével
hatékonyan tanulmanyozhato, ahogy ezt néhany Trp-kalitka
modell példaja is jol szemlélteti.

A rendezetlenség titkai

Korabban ugy tekintettink az U-allapotra (4. abra) - s
talan ezen példak esteében is olyan szinben tiinhettek fel,
- mint valami rossz és elkeriilend6 helyzetre. Valéban az U-
allapot jellemzése (U,, U,, U,, U,, ... azonositasa) (6. abra),
kiilonoésen atomi szinten nehéz, gyakran megoldhatatlan
kihivast jelent a szerkezetkutatd szamara. A sok ezer, taldn
milliényi, netan milliardnyi egymastdl kiilonbozo téralkat
szimultan jellemzése ma megoldhatatlan feladat. Mégis
szamos olyan fehérjét ismeriink, amely bar az igynevezett
szerkezetileg rendezetlen fehérjék (angol roviditésiik
nyoman: IDP-k) csaladjaba tartozik, vildgos bioldgia
feladatot hordoz.?*?

Néhany éve deriilt fény arra, hogy a hagyomanyos
dajkafehérjékhez (chaperon-okhoz) hasonléan az IDP-k is
képesek szamottevd bioaktivitasra. Ennek a jelenségnek
a szerkezet-funkcid vizsgalatara az A. thaliana (10dfk)
fel. A dehidrinek noévényi stressz-fehérjék, amelyek
leggyakrabban teljesen rendezetlen téralkattak (U-allapot),
s amelyek kifejezOdése a sejtben €s szovetekben jelentds
mértékben megnd a kiszaradas, a fokozott s6 koncentracio,
vagy fagyveszély esetén. Kiilonb6z6 enzimek jelenlétében
(alkohol dehidrogendz, luciferaz, citrat szintaz) végzett
~chaperon” aktivitas vizsgalatok révén kimutattuk, hogy az
ERDI14 valdban, in vitro korilmények kozott is hatékony
védelmet nytjt az emlitett stresszek esetén.

A jelenség szerkezeti hatterének vizsgalatdhoz a 185
aminosavbol felépiil6 ERD14 molekulat hasznaltuk fel,
jellemeztiik modern és szofisztikalt?® 3D-, 5SD-NMR mérések
segitségével.”’ A masodlagos kémiai eltolédasértékek és
relaxacios adatok megerdsitették elképzelésiinket, miszerint
az ERDI14 teljesen rendezetlen, am ugyanekkor 6t révid
régidja valamelyest korlatozott mozgékonysaga miatt, helyi
,helicitasi” hajlamot mutat. E. coli rendszerben tultermelt
ERDI14 in-cell NMR mérések segitségével kimutattuk,
hogy ebbdl harom régi6 (konzervalt K-szegmensek)
tovabbi rendezddésen megy keresztiil. Ezekben a pontokban
valosziniileg a fehérje megkoti a sejtek egyes molekulait.

6. Abra. Mind a globularis, mind a fibrilaris fehérjék hipotetikus
feltekeredési energiatolcsére (bal oldali tolesér) szamottevéen kiilonbozik
attol, ami egy belsdleg rendezetlen fehérje (IDP) esetében tapasztalhatd
(jobb oldali tolcsér). Mig az elsé esetben az F (feltekeredett) és U
(rendezetlen) allapotokat nagyobb energia valasztja el egymastol, addig

az IDP-k esetében ez az érték kicsi, tovabba az egyes allapotok (F, U, U,,
U,, U, ..) kdzotti gatmagassag is igen alacsony. Ezért a masodik esetben az
allapotok konnyen cserélédve, kiterjedt dinamikus rendszert alkothatnak,
ahol i értéke csillagaszati nagysagi is lehet.
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Ezek a vizsgalatok a fehérje-rendezetlenség fogalmat, mint
ideat jarjak koriil és mutattak ra arra, hogyan is lehetséges
az, hogy az IDP-k is hatékony bioaktiv molekulak. A
korabbi elképzelésekkel ellentétben tehat — Anfinsen Nobel-
dijas kisérlete ellenére, — nem csak a rendezett téralkata
(F-allapott), de a rendezetlen dinamikus sokasagot alkotd
(U-allapot) fehérjék is hordozhatnak bioldgiai szerepet
(6. abra).

Epildgus

Osszefoglalom szakmai része f6 kutatdsi teriiletemrol,
a fehérjék fel- és letekeredésérdl, egyes polipeptidek
és fehérjék oOnszervez6dé™®?® aggregacidos képességérol
szamolt be.*® A megvizsgalt példakon keresztil az egyedi
tulajdonsagok, a technikai részletek megismertetése €s
bemutatasa mellett célom volt az ,.egészre” is fokuszalni.
Mert szépek a fak, de még szebb, ha az egész erddben
gyonyorkodhetiink. Probaltam a klasszikus ,,idea-tan”
jegyében egyes molekuldk vagy allapotok ideaira utalva,
azokrdl teljesebb képet alkotni. Kérdés persze, hogy mindez
mennyire sikeriilt, egyaltalan mennyire sikeriilhet ez a
feladat? Vajon meg lehet-e valamely targy vagy fogalom
idedjat igazan és objektiven ragadni, ha figyelembe vessziik
a fenomenologia, mint filozofiai iranyzat elgondolasat?

Az idea-tanhoz hasonloan — e szintén gorog eredetii kifejezés
— a phainomenon ¢és a logosz (tan) szo6dsszetételbol all. Az
els6 tag a phainomenon, a megjelend, a megmutatkozd
jelenség vagy targy vizsgéalatinak mibenlétére utal. A
fenomenoldgia mottodja talan az a felszdlitds is lehetne,
miszerint vissza a jelenséghez, ahhoz, ami megfigyelhetd.
E filozofiai iranyzat két kiemelkedd képviseldje, Maurice
Merleau-Ponty és Edmund Husserl, éppen a megfigyelés
problémas voltara hivjak fel a figyelmiinket. Ha latok
ugyanis egy targyat, akkor soha sem lehetek teljesen
biztos abban, hogy e latvany hiven tiikrézi (reprezentalja)
a megismeréstdl fiiggetlen objektumot (ha akarom, a targy
ideajat). Am biztos lehetek abban, hogy van egy olyan
személyes — megfigyelordl megfigyeldre valtozo élményem,
miszerint latom azt az objektumot. Tehat amit megismerek
ebben az ¢élményben, az nem maga az objektum (idea),
hanem a latvany élménye (fenomén).

Ennek fényében tehat barmilyen objektiven is akarok
egy targyat leirni, példaul a fa idedjat meghatarozni,
egy molekula idedjat korvonalazni, az ab ovo lehetetlen
feladat. Hiszen a megfigyelést éppen a megfigyel6tol,
tehat onmagamtdl nem tudom fiiggetleniteni! Objektiv
lehet-¢ tehat a megismerés egyaltalan? Avagy beavatkozik-
e szikségszerlien a megfigyeld (személyisége) magaba
a megfigyelés folyamatdba és ezaltal befolyasolja, de
legalabb is szubjektiv szinezettel latja el a megfigyelés
objektivnek vélt folyamatat? S ha sziikségszeriien
személyes a megfigyelés végeredménye, akkor talan idedk
megfogalmazasa helyett inkabb fenomének megalkotasara
kellene torekedniink, ami a megismerd tudat szdmara a
(jelen)valosag. Miben lehetek hat biztos, ha magaban a
megfigyelés objektivitasaban sem bizhatok? Vajon célom
lehet-e az objektiv valosag megismerése, ha pontos leirdsa
nem is? Tényleg csak tiikor altal homalyosan lathatunk?
Talan tal sok is a kérdés ezen a ponton, s ezért alljon itt
inkabb a Magyar Tudomanyos Akadémia korabbi fotitkara,

Arany Janos ,,A tudds macskdja” ciml versébdl egy rovid
idézet.

,,»Nagy volt, mondok, a tudosnak
Az 6 tudomanya,

De mi haszna! Kevés hozza

A vagott dohanya.

Konyvet irt a bolcseségrol

-- S hajna!

Ilyen apro doreségek

Gyakran estek rajta.”

Koszonetnyilvanitas
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Kucsman Arpad és Medzihradszky Kalman professzorok
hatasa volt meghatarozo.

Mint fiatal kutatdé koran megismerkedtem Graf Laszld
biokémikus, Naray-Szabo Géabor elméleti kémikus és
Tusnady Gabor matematikus professzorokkal; koszonet
tamogatasukért a kozoés munka kapcsan diszciplinaik
megszerettetéséért. Késébb  lehetdségem nyilt  tobb
orszag kiilonboz6 laboratoriumaban dolgoznom, ezért
itt a teljesség igénye nélkiil nekik mondok kdszdnetet:
Csizmadia G. Imre (Torontd), Gerard D. Fasman (Boston),
lTain D. Campbell (Oxford), John Markley és William Milo
Westler (Wisconsin), Toth Gabor és Penke Botond (Szeged)
professzoroknak.

Kozvetlen munkatarsaim, korabbi didkjaim és PhD
hallgatéim mindegyikének koszondm az izgalmas munkat
a kozos kutatdst. Név szerint csak azokat szeretném abc
sorrendben kiemelni, akikkel tobb ko6zds meghatarozo
kozleményt irtunk: dr. Beke Tamads, dr. Bodor Andrea,
dr. Czajlik Andras, dr. Gaspari Zoltan, dr. Hudaky Péter,
dr. Hudaky Ilona, dr. Harmath Veronika, dr. Jakli Imre,
dr. Kiss Robert, dr. Lang Andréas, dr. Mucsi Zoltan, dr.
Palfi Villo Katalin, Rovo Petra, dr. Pohl Gabor, Straner
Pal és dr. Szalayné Agoston Bianka. Végiil de nem utolso
sorban szeretném megkdszonni feleségemnek dr. Perczel
Forintos Déranak, a jobbik énemnek (ahogy ezt az angolok
mondjak) tobb mint harom évtizeden at kitartdé szeretetét
és tamogatasat, valamint kozben felndtt gyermekeink,
Kristotnak, Julianak és Gyorgynek, hogy néha a jatszotér
helyett, bejottek velem NMR-t mérni.
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idea” of a biomolecules could be lengthy, but rewarding. Such a
complex “view” can provide a better description of what is observed
indeed. Examples are presented here on how useful is to determine
dynamical and conformational data on i) simple proteinogenic
amnio acid derivatives, i) miniproteins and iii) intrinsically
disordered proteins. Although the proper graphical presentation of
protein flexibility is yet a challenge, it has advantages when doing
molecular docking, analyzing macromolecular interaction, etc..
For studies incorporating molecular flexibility to understand and
predict biological processes, we have proposed the term DSAR for
Dynamic Structure-Activity Relationship analysis.
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