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1. Bevezetés

A fehérjék az €16 szervezetekben a funkcidjukat leggyakrabban kolcsonhatdsaikon keresztiil fej-
tik ki. Mivel a mtikodéshez csak bizonyos kolcsonhatasokra van sziikség, és mivel a funkci6 elld-
tasdhoz sziikségtelen kolcsonhatdsok géatolhatjak a funkciot, ezért az é16 szervezetnek torekednie
kell arra, hogy a fehérjék minél pontosabban felismerjék a funkcionalis kotSpartnereiket. A fel-
ismerés alapvetSen a felszini mintazatok komplementaritdsan alapul. Azonban a komplementa-
ritds nem egy eleve 1étez0, statikus tulajdonsdg, ahogyan azt Emil Fischer kulcs-zér hipotézise
feltételezi [[1]]. Mivel a fehérjékrdl is bebizonyosodott, hogy szerkezetiik nem egy merev strukti-
ra, hanem kiilonb6z6 konformdacidik egymdsba dinamikusan dtalakulhatnak, egyre inkdbb teret
nyert a molekuldris felismerésnek az a magyarazata, hogy a kotdés sordn valamilyen konforma-
ciés dtalakulds is végbemegy a kotSpartnerekben. Az ilyen, kotddéshez kapcsolt konforméacio-
véltozas mechanizmusara kétféle modell 1étezik: az egyik szerint a partnermolekula kot6dése az,
ami kivdltja a flexibilis partner konformdacids atalakuldsat, ez a Koshland 4ltal javasolt indukalt
illeszkedés (,,induced fit”) mechanizmus [2]]. A masik, az Gn. konformacidkivalasztas (,,confor-
mational selection”, ,,fluctuation fit”) [3} |4] szerint a flexibilis molekula a partner tavollétében
kiilonb6z6 konformacidkat ldtogat meg, bizonyos valdszintiséggel a komplexbeli konformaciét
is. A partner ezek koziil a konforméciok koziil valasztja ki a flexibilis molekula komplexbeli kon-
formacidjat, és a kotdédés hatdsdra megnoveli a tobbi konformdcidhoz viszonyitott valdszintiségét
(,,population shift”) [5].

A fehérjéknek egy ujabban felfedezett csoportjara, a rendezetlen fehérjékre kiilonosen jel-
lemz§ a kotddés hatdsdra bekovetkez6 szerkezetviltozds. A rendezetlen fehérjék oldatban nem
rendelkeznek jol meghatdrozott harmadlagos szerkezettel — s6t gyakran masodlagos szerkezettel
sem. Bizonyos partnerhez valé kot6dés sordn azonban gyakran rendezett szerkezetivé vélnak;
ez a kapcsolt felgombolyodas és kotddés (,.coupled folding and binding”) jelensége [6].

Rendezetlen fehérjék jelentSs szerkezeti flexibilitdssal nem rendelkez6 partnerhez vald kots-
désének leirdsara alkalmasak a kot6déshez kapcsolt konformécidvaltozds leirdsdra haszndlt fo-
galmak. Ha azonban a komplexképzésben részt vevs két lanc mindegyike flexibilis szerkezetd,
és a kotédés soran valamilyen konforméciovaltozast szenved el, a hagyomanyos fogalmi keretek
elégtelennek bizonyulnak [7]]. Tovdbbi bonyodalmakat okozhat, ha a széban forgd lancok azo-
nos szekvencidjiak, folmeriil ugyanis a kérdés, hogy a szekvencidk azonossagabdl adédo belsd
szimmetria a komplexképzddés sordn is megjelenik-e a két lanc viselkedésében.

Anfinsen termodinamikai hipotézise szerint egy fehérje nativ dllapota normadlis fiziol6gids
koriilmények (pH, olddszer, ionerdsség stb.) kozott az az allapot, amelyben az egész rendszer-
re (fehérje és olddszer) nézve a szabadentalpia minimdlis [8]. A termodinamikai hipotézisb6l
kovetkezik, hogy egy rendszer nativ dllapotdnak azonositdsa egy optimalizdciés probléma, ami
még barmely két- vagy hdromdimenziés egyszerdsitett modell esetén is NP-nehéz [, [10]], ami
azt eredményezi, hogy a keresési id6 nagyon gyorsan novekszik a rendszer méretének ndveke-
désével. A fehérjék sok szabadsagfoku rendszerek nagyméreti dllapottérrel és az dllapotok ko-
z0tti bonyolult 4tmenetekkel. A mai szdmitégépek szamitdsi kapacitdsanak korlatai sziikségsze-

rtivé teszik egyszertsitett modellek alkalmazdsat, amely egyszer(sités kiterjedhet az édllapottér

[L3LIL1L[12] egészen az dllapotok energidinak meghatdrozasara szolgdld energiafiiggvények egy-
szer(isitéséig [[14} [15,116].

Az elterjedten haszndlt egyszerisitett modellek koziil az egyik leginkdbb leegyszerdisitett
modell a Lau és Dill 4ltal javasolt HP (hidroféb — poldros) kétdimenzids racsmodell [12]]. A HP
négyzetracsmodellben a fehérjelancokat egy, a négyzetracson végzett onelkeriild bolyongds rep-
rezetalja. A szerzOk hidrofob és poldros ,,aminosavakat” kiilonboztetnek meg, amelyek kozott
olyan energiafiiggvényt definidlnak, hogy az a rdcson szomszédos hidroféb-hidroféb parokhoz
rendel nulldtél eltérd € < 0 energidt. A HP modell nagy el6nye, hogy egzakt szdmitdsok végezhe-
t6k az dllapottér és a szekvenciatér teljes feltérképezésével. Teljes enumeracié végezhets [ = 25
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lanchosszusédgig [17]. A HP lancok Monte Carlo-szimuldciékban is felhaszndlhatdk, ehhez tobb-
féle mozgéaskészletet definidltak kordbban [18) [19]. Munkdm soran a Lesh és munkatdrsai dltal
definidlt ,,pull moves” mozgdaskészletet haszndltam, amely eredeti valtozatban irreverzibilis moz-
géasokat tartalmazott, de egyszertien reverzibilissé tehet [20].

Komplex, sok szabadsdgfoku rendszerek termodinamikai és kinetikai lefrasdra hagyoményo-
san az un. szabadenergia-tajképek vizsgélata terjedt el. A szabadenergia-tdjképeket tigy kapjuk,
hogy bizonyos kis szdmd, félig-meddig onkényesen definidlt reakcidkoordindta fiiggvényében
abrazoljuk a szabadenergiat, és ekkor egy reakcidkoordindta esetén szabadenergia-gorbét, két
reakci6koordindta esetén szabadenergia-felszint, kettnél tobb reakci6koordindta esetén pedig
szabadenergia-hiperfelszint kapunk. A szabadenergia-tdjkép mddszerének hatranya, hogy a di-
menziészam-csokkenés miatt bizonyos, kinetikailag egymastdl tavol esd allapotok a reakcidko-
ordindta-tér azonos pontjaira esnek, és ennek kovetkeztében bizonyos szabadenergiagatak eltiin-
hetnek [21]. Ezt a problémat hivatott orvosolni az dtmeneti hdlézatok elemzésének modszere.
Az atmeneti hdlézat egy Markov-modell, azaz egy irdnyitott, stlyozott graf, amelynek csticsai
— megszamlalhato dllapottér esetén — a rendszer mikrodllapotai, a csicsokat 9sszekotd irdnyitott
élek pedig a koztiik lehetséges dtmenetek. Az élek csicsai az egyes dtmenetek valdszintisége-
it adjdk meg. (Megszamlalhatatlan allapottér esetén az dllapottér valamilyen diszkretizaldsaval
kapjuk meg a graf cstcsait [21} 22]). Alland6 hémérsékletii és nyomasi rendszerek 4llapotainak
valdszintiségeloszlasat a

e—Ei/ksT

Pi= (€]

Zeij/kET
J

Boltzmann- vagy kanonikus eloszlds adja meg, ahol E; az i 4llapot energidja, kg a Boltzmann-
alland6 és T az abszolit hdmérséklet. Ha az dtmeneti hdl6zat éleinek silyait Ggy valasztjuk meg,
hogy az megfeleljen a

P
pij = min (1, =5 ~e(E-fE")/k’*T> o)
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Metropolis — Hastings-kritériumnak [23]], ahol p,j s p,, ,E és Ejrendre azi — jésaj—i
atmenet a priori valészintiségei (azaz, hogy milyen Valoszmuseggel kisérli meg a rendszer az
adott 4tmenetet), valamint az i és a j dllapot energidi, akkor az dllapotok egyenstilyi val6szin{iségi
eloszldsa az (]I[) egyenlettel definidlt Boltzmann-eloszlas lesz.

Az éllapothdlézat hdlézatelemzési médszerek segitségével vizsgdlhatd. A hdlézat dtmene-
ti matrixdnak spektralis elemzésével, a Perron-klaszter Klaszterelemzés médszere segitségével
a rendszer metastabilis dllapotai azonosithatok [24]. Legyen T az dllapothdlézat 4tmeneti mat-
rixa. Ha az dtmeneti matrix irreducibilis, azaz a Markov-modell éltal leirt rendszer ergodikus,
akkor T A; sajétértékei mind valésak, és A; = 1, valamint |A;| < 1 minden i > 1-re. Minden egyes
sajatérték megfelel egy t; = — ﬁ id6skadldji mozgasnak [25]. Hogy a megfeleld mozgds milyen
allapotok kozott zajlik, azt a sajatértékhez tartozé jobb oldali sajatvektor komponenseinek eld-
jelelemzésével hatdrozhatjuk meg [21]]. Ha az els6 k szamu sajatérték nagysdgban jol elkiiloniil a
tobbitdl, akkor ezt a k sajatértéket Perron-klaszternek nevezziik, és ez azt jelzi, hogy az allapotok
nagy része k szamu metastabil dllapotba sorolhat6.

A rendszer kinetikdjanak vizsgdlatira alkalmas eszkoz az dtmenetidtvonal-elmélet [26].
Egyensulyi, vagy steady-state koriilmények kozott az atmenetititvonal-elmélet alkalmas bi-
zonyos el6re definidlt reaktdns- és termékhalmaz kozotti atmenet kiilonboz6 ttvonalain at-
foly6 reaktiv fluxus szamitdsdra, és ezen keresztiil alkalmas a teljes reakcié sebességének,
ill. sebességi egyiitthatdjdnak szdmitdsdra. Az dtmenetititvonal-elmélet alkalmazdsa sordn
definidljuk az allapottér két, egymdssal 4t nem fed6 részhalmazdt, az R reaktdnshalmazt
és a P termékhalmazt. A rendszer minden i € S, i¢ RUP dllapotdra, ahol S a rendszer
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allapottere, meghatdrozhaté annak a q? valészintisége, hogy a rendszer az i éllapotb6l in-
dulva azel6tt éri el a termékhalmazt, hogy kozben a reaktdnshalmazt megldtogatnd. A ¢*
az Un. elkotelez6dési fliggvény. Az dllapotok valdszinliségei, az dtmeneti matrix és az elko-
telezGdési fiiggvény segitségével kiszamithatéak az i dllapotbdl a j dllapotba irdnyuld élen
atfoly6

S =pti(1—-q')qf 3)
reaktiv fluxus, ill. ezeknek az R halmazbdl kivezets élekre torténd Osszegzésével a
WRP — Z fi )
(i,/))ERXR

reakcidsebesség.
Barmilyen steady-state dllapotban a reakcidsebességbdl kiszamithato a sebességi egyiitthatd

(kP WRP
=y ®
iR

segitségével, ahol p;® az i dllapot steady-state valdszinfisége.

Tobb 1ancbdl all6 rendszerek modellezése azért kiilondsen problémds, mert az dllapotteriik
joval nagyobb méretii a megfelelS egy lancbdl all6 rendszerek éllapotterének méretéhez viszo-
nyitva. Ez részben abbdl ered, hogy a két ldnc egymadstdl fiiggetleniil ugyanazt a konformaciés
teret jarja be, mint a megfeleld monomer, részben pedig abbdl, hogy a két lanc nagyszamui relativ
poziciéban helyezkedhet el. Sziikséges lehet tehat az dllapothdlézat olyan egyszer(sitése, amely
lehetGvé teszi egzakt szamitdsok végzését az dllapothalézaton.

Doktori munkam célja rendezetlen fehérjék homodimerképzddésének termodinamikai és ki-
netikai lefrdsa, a lehetséges dimerképzddési mechanizmusok, és a dimerképzésben jatszott sze-
repiik tisztazdsa, a kotddéshez kapcsolt konformacidvéltozas leirdsara szolgalé fogalomkészlet
kotddéshez kapesolt kolesonos felgombolyodds leirdsdra vald alkalmassdgdnak vizsgdlata.



2. Uj tudoményos eredmények
osszefoglalasa

2.1. Két rendezetlen lanc kapcsolt felgombolyodas és kotodésének vizs-
galata egzakt, nem szerkezet alapi modell segitségével

Fehérje dimerek képz8dését sokan vizsgdltak kordbban szdmitégépes modszerek segitségével,
azonban a nagy szamitdsi igény miatt bizonyos egyszersitéseket voltak kénytelenek tenni; eg-
zakt szamitdsok végzése fol sem meriilt. Kordbban vizsgéltdk homodimerek képz&dését szerke-
zet alapu (pl. Go-modell) modellen végzett szamitogépes szimulaciok segitségével [27}128], vizs-
géltak rendezetlen ldnc rendezddését egy célfehérjéhez valé kotddés soran HP modellen [29].
Munkdm sordn tudomasom szerint el§szor végeztem egzakt szamitdsokat két rendezetlen lanc
kotddéshez kapcesolt kolesonds felgombolyodasanak vizsgédlataira HP modellen, anélkiil, hogy az
energiafiiggvénybe a nativ dllapotra vonatkozé informaciét épitettem volna be.

2.2, Kétrétegii modell

A két lancbdl 4ll6 rendszer dllapottere alapjan létrehozott allapothdl6zat olyan nagy méreti volt,
hogy csak maximum / = 5 lanchosszisagig tette lehetévé a teljes hdlozat felépitését. Két egy-
szer(l feltételezés segitségével sikeriilt jelentSsen redukélni az allapottér méretét, és olyan kétré-
tegli allapothaldzatot 1étrehozni, amely [ = 8 lanchossziisagig lehet&vé tette egzakt szamitasok
végzését. A modellben minden konformaciépdrhoz, tehdt ahol a két lanc meghatarozott konfor-
mécidban van, egy asszocialt és egy disszocidlt allapot tartozik, amelyek a modell két rétegét
alkotjak.

2.3. Markov-modell steady-state valoszintiségeinek kiszamitasara alkal-
mas eljaras kidolgozasa

Abbdl kiindulva, hogy steady-state dllapotban egy adott dllapot bemend és kimend fluxusainak
kiilonbsége nulla, felirtam egy linedris egyenletrendszert, amelynek megolddsaval megkaphatok
az éllapotok steady-state valoszintségei.

2 o2

2.4. Rendezetlen fehérjék kapcsolt felgombolyodas és kotodésének ha-
rom mechanizmusa

Aszerint, hogy a két lanc a kot6dés pillanatdban a felgombolyodott, vagy denaturdlt dllapotban
van-e, harom mechanizmust kiilonitiink el. Ha mindkét lanc felgombolyodott dllapotban van,
akkor merev dokkoldsrél beszélhetiink, ha az egyik lanc felgombolyodott, a masik denaturélt
allapotban van, a mechanizmus konformacidkivélasztds, ha pedig mindkét lanc denaturalt, ak-
kor a dimerképzddési mechanizmus az indukdlt felgombolyodds. Az dtmenetittvonal-elmélet
felhaszndldsdval kiszamitottam a harom mechanizmus szerinti fluxusokat egyensiilyi és steady-
state dllapotban is, valamint a pillanatnyi fluxusokat vizsgaltam az idSben. Az eredmények azt
mutatjdk, hogy egy adott szekvencia esetében dltaldban mind a harom lehetséges mechanizmus
jelen van (legaldbb kett minden esetben), és hogy az, hogy a harom mechanizmus koziil egy
adott szekvencia esetében melyik a domindns, az id6ben véltozik, és fiigg attdl, hogy a rendszert
milyen dllapotban vizsgaljuk.



2.5. A steady-state és az egyensilyi fluxusok Osszevetése

Az €16 sejtek nem egyensilyi rendszerek, de bizonyos folyamatokra érvényes lehet a feltételezés,
hogy steady-state dllapotban vannak. Osszehasonlitottam tehat az 4ltalam vizsgélt rendszer visel-
kedését egyensiilyi és steady-state dllapotban. Habdr ez nem 4ltaldnosithatd, az dltalam vizsgélt
rendszerben az egyensiilyi és a steady-state viselkedés 1ényegileg nem kiilonbozott egymastol.

2.6. A homodimer-kialakulas soran a két lanc viselkedése nem teljesen
szimmetrikus

A homodimerképzddés elméleti leirdsai egy-két kivételtdl eltekintve nem vizsgéltak a homodi-
merképzdés szimmetridjat, kivételként emlithetd pl. [27]. A homodimerképz&dés hagyomanyos
két- és haromadllapotd modelljei is implicite feltételezték a folyamat szimmetridjat, valdjadban
a szimmetria kérdése fol sem meriilt. Megvizsgdltam, hogy mennyire szimmetrikusan viselkedik
a két lanc a dimerképzGdés sordn és azt taldltam, hogy legaldbb egy kis mértékben minden szek-
vencia esetén aszimmetrikusan viselkedtek a lancok. Bizonyos szekvencidk esetében azonban
kifejezett aszimmetriat taldltam, legaldbbis a folyamat elején.

2.7. Az aminosavosszetétel-térben a rendezett és a rendezetlen szekven-
ciak altal elfoglalt régiok kozotti atfedés mértéke csokken a lanc-
hosszusaggal

Gyakori megfigyelés, hogy azok a rendezetlenségjoslé eljarasok, amelyek a szekvencidk ami-
nosavosszetételei alapjan josoljdk a rendezetlenséget, hosszi lancokra pontosabb eredményeket
adnak, mint rovid ldncokra [30, 31} |32]. Ennek egyik oka lehet, hogy az aminosavosszetétel-
térnek azok a részterei, amelyek a rendezett, valamint a rendezetlen szekvencidkat tartalmaz-
zak, elkiiloniilnek ugyan, de atfednek. Az elkiiloniilés és az atfedés megfigyelhetd akkor is, ha
az aminosavosszetételt a szekvencidk atlagos hidrofobicitdsdval és abszolit nettd atlagos tolté-
sével jellemezziik [33]]. Munkank sordn megmutattuk, hogy az atfeds, alkonyzondnak nevezett
részek kiterjedése a lanchosszisdg novekedésével csokken. Az alkonyzona helyzete az dtlagos
hidrofobicitds — abszoltt 4tlagos nett6 toltés sikon véltozik ugyan a ldnchosszisaggal, de a vil-
tozds irdnydra egyértelmii trend nem figyelhet6 meg. HP és HPN négyzetrdcsmodellek esetén
szintén kimutattuk az alkonyzoéna kiterjedésének csokkenését a lanchosszisdg novekedésével.
Lanchossziisagtol fiiggd kontaktusenergia hasznélataval azt is sikeriilt elérni, hogy az alkonyz6-
na pozicidja ne valtozzon egyértelmi trend szerint a 1dnchosszusag fiiggvényében [34].

2.8. A ,,pull moves” mozgaskészlet irreverzibilis mozgasokat tartalmaz

Lesh és munkatdrsai egy ergodikus, lokalis és dllitdsuk szerint reverzibilis mozgaskészletet de-
finidltak [19]]. Bebizonyitottam, hogy az eredetileg javasolt mozgédskészlet irreverzibilis mozga-
sokat tartalmaz. Az irreverzibilis mozgdsok miatt a rendszer nem teljesiti a részletes egyenstily
elvét, ami pontatlan mintavételezéshez vezethet az irreverzibilis mozgéaskészletet hasznalé min-
tavételi eljardsokban. Javaslatot tettem arra vonatkozéan, hogy a mozgdskészlet hogyan tehetd
teljesen reverzibilissé. Megmutattam, hogy bizonyos feltételek teljesiilése esetén a hibds mozgds-
készlet haszndlata sem vezet pontatlan mintavételezéshez. Wang — Landau-mintavételezés [19]
segitségével kimutattam, hogy rovid ldncokra az irreverzibilitds jelentSs eltéréseket okozhat az
egzakt értékektdl [20].



3. Kitekintés, az eredmények tovabbi hasznosithatosaga

A munkdm alapkutatds jellegii, mégis kiemelhetd egy médszertani eredmény €s egy elvi meg-
fontolds tovabbi hasznosithatésdga. Az dltalam HP modell alapjan kidolgozott kétrétegti modell
kevésbé egyszertisitett modellre is alkalmazhatd, ugyanis a modell alapjdul szolgdl6 egyszer(
feltételezések ugyanigy érvényesek lehetnek bonyolultabb reprezenticiokra. Molekuladinami-
kai szimuldciok eredményeinek elemzésére egyre elterjedtebben hasznalnak Markov-modelle-
ket. Tobb lancbdl 4116 rendszerek esetén a két ldnc nagyszamu lehetséges relativ pozici6jabol
ered6 hozzdjarulds 1ényegesen megnoveli az allapottér, és ebbdl kifolydlag a szarmaztatott Mar-
kov-modell méretét. Kétrétegli modell alkalmazdsdval jelentds méretcsokkenés érhets el, ami
lehet&vé teszi a konformdcids allapotterek részletesebb vizsgalatat.

Komplex kémiai reakcidk lefrdsara gyakran alkalmaznak néhany allapotbdl 4116 kinetikai sé-
mékat, mivel ezek szemléletesek és egyszerli kovetkeztetések levondsdra alkalmasak. Kisérletes
vizsgalatok sordn gyakori, hogy a kinetikai sémdban szerepl6 egyes dllapotok valamilyen mérhe-
t6 paraméter mérésén alapulnak. Nincs azonban garancia arra, hogy a mérhet$ paraméterek dltal
definidlt dllapotok a rendszernek valddi metastabilis dllapotai. A kinetikai sémdakban feltiintetett
sebességi egyiitthatok csak akkor valddi sebességi egyiitthatok, tehdt értékiik csak akkor nem
fugg a rendszer pillanatnyi dllapotétol, ha a kinetikai sémédban szerepl6 dllapotok val6di metasta-
bilis dllapotok. Ha nem azok, sebességi egyiitthatk csak bizonyos specidlis koriilmények kozott,
egyensulyban, vagy valamilyen steady-state dllapotban hatdrozhaték meg. Tehdt minden olyan
vizsgélatban, ahol valamilyen kinetikai sémadt {rnak fel egy komplex folyamatra, érdemes vizs-
gélni, hogy az dltalunk, valamilyen mért paraméter altal definidlt dllapotok a rendszernek val6di
metastabilis dllapotai-e, ill. ha nem azok, vagy ez nem eldonthetd, akkor csak specialis kortilmé-
nyek kozott hatdrozhaték meg a sebességi egyiitthatdk, de az igy kapott értékek csak azok kozott
a specidlis koriilmények kozott lesznek érvényesek.
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