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Bevezetés

A fehérjék funkcidjukat kolcsonhatdsaikon keresztiil fejtik ki. A fehérjék molekularis felismerési
folyamatainak megértése kulcsfontossdgi a molekuldris rendszerek miikodésének feltdrasdban.
Ma mar jol ismert, hogy a fehérjék nem valamilyen statikus, merev testként viselkednek, hanem
a szerkezetiik dinamikusan véltozik; igaz ez azokban a folyamatokban is, amelyekben a fehérjék
valamilyen molekularis komplexet alakitanak ki.

A fehérjék egy nemrégen felfedezett csoportjdban a szerkezeti dinamikdnak még a szerke-
zetnél magandl is 1ényegesebb szerepe van. Az un. rendezetlen fehérjék szabad allapotban, tehat
amikor nem k6tddnek valamilyen bioldgiai partnerhez, nem rendelkeznek jol meghatarozott ha-
romdimenzids szerkezettel, hanem konformacids allapotok kozotti gyors fluktudciot végeznek.
Sok esetben azonban, amikor valamilyen célmolekuldahoz kotédnek, rendezett szerkezetet vesz-
nek fel. A kapcsolt felgombolyodds és kotddés leirdsdra két modell létezik, az indukdlt illesz-
kedés és a konformdciokivdlasztds. Az indukalt illeszkedés szerint a ligandum kotédése viltja
ki azokat a konforméciévaltozdsokat, amelyek sordn a rendezetlen lanc a komplexre jellemzé
rendezett szerkezetet veszi fol. A konformacidkivalasztas esetében a rendezetlen fehérje szabad
allapotban kiillonb6z6 konformacids dllapotok kozott fluktudl, koztiik a komplexbeli konforma-
ciot is folveszi, és a ligandum mintegy kivalasztja ezt a konforméaciot azaltal, hogy ezzel képes
a legkedvezdbb kotést kialakitani. A legijabb eredmények azt mutatjdk, hogy egy adott komplex
képzb&désében mindkét mechanizmus szerepet jatszhat, de kiilonb6zé mértékben.

A kapcsolt felgombolyodas €s kotodés elméletét olyan esetekre dolgoztak ki, ahol az egyik
résztvevd 1ényegében merevnek tekinthetd — a kapcsolt felgombolyodds és kotddés tehat csak
a flexibilis partner esetében értelmezhetd. Rendezetlen peptidek homodimerképzése sordn azon-
ban mindkét lanc dtmegy egy rendezetlen-rendezett dtmeneten. Nyilvdanvald, hogy ha a hagyo-
manyos fogalomrendszer szerint probaljuk leirni a folyamatot, meg kell valaszolni azt a kérdést,
hogy mig az egyik lanc rendezett szerkezetének kialakuldsa folyamatban van — fiiggetleniil attol,
hogy a kotédés elbtt, kozben, vagy utan kovetkezik be —, mi torténik a masik lanccal, hiszen
a dimer kialakuldsa sordn mindkét 1anc rendezddése végbemegy. Tehdt nem egyszer(ien a kot6-
dési folyamat és egyetlen lanc rendez6dési folyamatanak id6beli viszonyat kell vizsgalni, hanem
a kotddésen tdl két 1dnc rendez6dését, és azoknak iddbeli viszonyait is figyelemmel kell kisérni.

Tovabbi kérdéseket vet fol a két lanc szekvencidjanak azonossagabdl eredd inherens szim-
metria. Vajon a szekvenciabeli szimmetridbol az alapallapot szimmetridja is kovetkezik? Ha pe-
dig az alapéllapot szimmetrikus, vajon a dimerkialakulds sordn is szimmetrikusan viselkedik
a két 1anc?

Munkdmban két rendezetlen peptid altal képzett rendezett komplex kialakuldsanak fogal-
mi leirdsat kisérlem meg a hagyomanyos fogalomrendszerbdl kiindulva, és valaszt keresek arra
a kérdésre, hogy a szekvencidk szimmetridja megnyilvanul-e a dimerképz6dési folyamat sorén.
Tudomdsom szerint ezidaig senki nem vizsgalta egzakt modellek segitségével rendezetlen pepti-
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dek homodimerképzddését. Munkam sordn tehdt el6szor teszek kisérletet egyszer(sitett, egzakt
modellek, és a modellek segitségével definidlt dinamikus halézatok alkalmazasaval rendezetlen
peptidek kolcsonos kapcesolt felgombolyoddsdnak és kotédésének kvantitativ lefrasara.

Fehérjék felgombolyodasanak statisztikus mechanikaja

Anfinsen 1961-es kisérletében kimutatta, hogy a ribonukledz A aktiv dllapotdnak szerkezete ter-
modinamikailag meghatdrozott [1]. KésSbb ezt éltaldnositotta ,,termodinamikai hipotézis™ né-
ven. A termodinamikai hipotézis kimondja, hogy egy fehérje nativ dllapota normadlis fiziol6gids
koriilmények (pH, olddszer, ionerdsség stb.) kozott az az allapot, amelyben az egész rendszerre
(fehérje és oldészer) nézve a szabadentalpia minimaélis [2].

Levinthal gondolatkisérletében megvizsgélta, hogy lehetséges-e az, hogy a fehérjék véletlen
keresés sordn taldljanak rd nativ allapotukra. Levinthal gondolatmenetét kovetve, feltételezve,
hogy egy 150 aminosav hosszu peptidlancban minden aminosavnak 3 lehetséges dllapota van,
a lehetséges konformaciok szama 3'°° ~ 4-107!. Ha a ldnc 1 ps-onként litogat meg egy kon-
forméciot, akkor 10°° s &~ 3 - 107! év sziikséges az Osszes konformécié végigprobaldsihoz, ami
joval tobb, mint az univerzum becsiilt kora.

A mérések azonban azt mutatjak, és a bioldgiai kényszerek is megkovetelik, hogy egy fehérje
felgombolyoddsa akdr mikroszekundumos id6skdlan is végbemehet. Az ellentmondds Levin-
thal szerint tigy oldhat6 fel, ha feltételezziik, hogy a felgombolyodas jél definidlt Gtvonalakon
zajlik, ami lehet6vé teszi, hogy a csillagdszati szamu konformacidnak csak egy toredékét kell
végigjarni a felgombolyodds soran [3]. Ennek egyik lehetséges mddja, ha lokdlis kdlcsonhatasok
lokélis szerkezeteket hoznak létre, és ezek mintegy felgombolyoddsi magokként szolgdlnak és
megszabjdk a harmadlagos szerkezet kialakuldsanak menetét [4]].

Sokdig az a nézet uralta a fehérjék felgombolyodasardl valé gondolkodast, hogy a felgombo-
lyodas soran a fehérje jol definidlt dllapotok sordn keresztiil jut el a nativ allapotba. Egy titvonal
lehet példaul

D—-L—5L—5L—N, (D)

ahol D a denaturdlt, N pedig a nativ allapot, az I allapotok pedig kiilonboz6 koztes dllapotokat
jelolnek.

Tobb kisérletben is azt taldltdk, hogy a felgombolyodast kiilonbozé dllapotokbdl elinditva
a fehérje ugyanabba a nativ allapotba gombolyodott f6l, tehat legalabb néhany kiilénb6z6 Gtvo-
nalnak 1éteznie kell [5]].

A fehérjék energetikdjara és felgombolyodasara jelenleg is elfogadott nézetet a spiniivegek
elmélete ihlette. A spiniivegek olyan rendszerek, amelyekben az egyes kolcsonhatdsok kapcsolt-
sdga miatt nagy a frusztracié — azaz az egyes kedvezd kolcsonhatdsok nem elégithetSk ki egy-
szerre, és ennek kovetkeztében a szabadenergiafelszin durva. A frusztricié kovetkeztében az
atalakuldsok lasstak, csak nagyon magas hémérsékleten gyorsulnak fol, és ilyen magas h6mér-
sékleten, ha van is a rendszernek egy Kkitiintetett, a nativ dllapottal analég allapota, az a magas
hémérséklet miatt csak kis valdszintiséggel valdsul meg.

Aminosavak véletlen heteropolimereit vizsgalva, azt taldltdk, hogy ezeknek a szekvencidk-
nak a legtobbje hasonldan viselkedik a spiniivegekhez [6]. Az é16 szervezetekben taldlt, rendezett
nativ dllapottal rendelkezé fehérjék azonban nem ilyenek. Ezek nativ allapota a viszonylag gyors
felgombolyodds hdmérsékletén is stabilis. Ezt kvantitativen a Ty > T, 0sszefliggés irja le, ahol
Ty a felgombolyodasi hémérséklet, T, pedig az tgynevezett iivegdtmeneti hdmérséklet [7]. Az
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1. dbra. Fehérje hipotetikus energia-felszine valamilyen felgombolyoddsi paraméter fiiggvényében. A tol-
csér alak teszi lehetévé egyes szekvencidk gyors felgombolyoddsdt olyan hdmérsékleten, ahol a nativ
dllapot stabilis [9].

tivegdtmeneti h6mérsékletre tobbféle definicid is ismert, de ezek mind arra a jelenségre reflek-
tidlnak, hogy az olyan sok szabadsdgi foku és frusztrilt rendszerek dinamikdja, mint amilyenek
a fehérjék vagy a spiniivegek, egy bizonyos hémérséklet alatt hirtelen nagyon lelassul, a rendszer
l1ényegében néhdny alacsony energidju dllapot valamelyikébe befagy [8]).

A felgombolyodasi h6mérsékleten a nativ dllapot még kellGen stabilis é€s a h6mérséklet csok-
kentésével a stabilitdsa novekszik. A rendszer dinamikdja lassabb lesz, €s ezzel a nativ allapot
eléréséhez sziikséges id6 viszont novekszik a hdmérséklet csokkentésével. Ha tehat a felgom-
bolyoddsi hémérsékleten a rendszer még kellden dinamikus — tehdt Ty > T, akkor a rendszer
gyorsan képes elérni a nativ dllapotét, ami kell6en stabilis is.

A szabadenergia-felszin durvasagat a kolcsonhatdsok frusztraltsdga okozza, ezért az é16 szer-
vezetben taldlhat rendezett fehérjék kolcsonhatdsai minimélisan frusztrltak. Az evoliicié sordn
tehdt a minimalisan frusztralt szekvencidk maradtak meg. Az ilyen minimédlisan frusztrélt szek-
vencidk energiafelszine egy tolcsérre emlékeztet, azaz minél jobban hasonlit egy konformécié
a nativ konformadcidra, 4tlagosan anndl alacsonyabb az energidja. Lehetnek ugyan a tolcsér falan
lokélis minimumok, de ezek a tolcsér kozponti iiregének a mélységéhez viszonyitva sekélyek
(1] abra) [17].

A felgombolyodasi képesség gyakorlati szempontd kritériuma szerint azok a fehérjék jol
felgombolyoddk, amelyekre fenndll az

<E>d - Enat

1 2
GdE > ( )

Osszefiiggés, ahol Ey, a nativ dllapot energidja, (E)4 a denaturdlt dllapotok energidjanak dtlaga
és o4E a denaturilt dllapotok energidinak szérésa [[10].
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A felgombolyodasi képesség kapcsolatba hozhat6 a kétdllapotii kooperativitdssal is; a kétal-
lapotti kooperativitds egy gyakran haszndlt kritériuma az, hogy a (AH,) van’t Hoff entalpia és
a (AH,)) kalorimetrikus entalpia ardnya kozel legyen 1-hez, azaz

AI'IVH/AI'Ical ~ 17 (3)

amit kalorimetrikus kétdllapotiisdgnak neveziink. Ha tehit meg akarjuk vizsgdlni, hogy egy ener-
giafiiggvény mennyire teljesiti a kalorimetrikus kétallapotisag kritériumat, ki kell szdmitanunk
ezt az ardnyt.

Mivel a fehérjék asszocidcidja sordn ugyanazok a kolcsonhatastipusok jatszanak szerepet,
mint a fehérjék felgombolyodasakor, ezért feltételezhetd, hogy az asszocidcids energiafelszin is
tolcsér alaku, akdrcsak a felgombolyodas energiafelszine [[11, [12]. A k6t6dés sordn a kiilonbdz6
lancok asszocidci6ja megfeleltethetd a ,.hidroféb felgombolyodasi egységek”, ,,mikrodomének”,
janak. Az egyetlen kiilonbség a lancok folytonossaga [12]]. A komplexképz&dés mechanizmusat
az hatdrozza meg, hogy milyen a felgombolyodasi és a két6dési tolcsér egymdshoz viszonyitott
alakja [13].

Rendezetlen fehérjék

Evtizedeken keresztiil a fehérjék miikodési mechanizmusdra az egyetlen magyarzat az volt,
hogy a fehérjék valamilyen jol meghatarozott szerkezettel birnak, és ez a szerkezet hataroz-
za meg a funkcidt, amit elldtnak. A kilencvenes évek végén, kétezres évek elején tobb kutatd-
csoportban is felfigyeltek arra, hogy van a fehérjéknek egy bizonyos csoportja, amelyeknek az
aminosavosszetétele jellemzden eltér a korabban részletesen vizsgélt €s a nativ allapotban jol
meghatdrozott szerkezettel rendelkezé fehérjék aminosavosszetételétdl [[14} (15, [16]].

Ezek a fehérjék a kiilonbozd szerkezetmeghatiarozé maédszerek szerint is (pl. NMR, ront-
gen-diffrakcid, cirkuldris dikroizmus) sajétos, a rendezett fehérjéktdl eltérd viselkedést mutatnak
[17)]. Altaliban a rendezetlenség indikétordnak tartjdk, ha a fehérjelanc bizonyos szakaszai nem
latszanak a rontgenszerkezetben [18) [19]. A rendezetlen fehérjék CD spektruma is jellegzetes,
a moédszer alkalmas a rendezetlen fehérjékre jellemzd, rezidualis masodlagos szerkezeti elemek
kimutatdsdra is [20} 21]]. Habar j6l definialt szerkezetiik nincs, mégis jol meghatdrozott funkci-
6t képesek ellatni, amihez nemhogy nem sziikséges a jol meghatarozott szerkezet, de bizonyos
esetekben kimondottan annak hidnya az, ami a funkci6 ell4t4sat lehet6vé teszi [22, 23] [24]].

Habér szabad allapotban a rendezetlen fehérjék nem rendelkeznek jol meghatdrozott szer-
kezettel, gyakran valamilyen partnerhez valé kotddés sordn rendezett szerkezetlivé valnak. Ezt
a jelenséget nevezik kapcsolt felgombolyodas-kot6désnek [25]. A kotSpartner lehet kisméretii
részecske, pl. ion, vagy kisméretii szerves molekula, de lehet biol6giai makromolekula, pl. DNS
vagy egy masik fehérje. El6fordul az az eset is, hogy a rendezetlen fehérje rendezett homodimert
képez, pl. Arc represszor [26].

Béar kordbban szinte teljesen kiestek a fehérjekutatok 14t6korébdl, kideriilt réluk, hogy na-
gyon elterjedtek az élovilagban, kiillonosen az eukaridta szervezetek kozott [27)]. Példaul Dro-
sophila melanogaster genomjét vizsgélva azt talaltdk, hogy a genomban taldlhaté fehérjeszek-
vencidk 17%-a rendezetlen fehérjét kodol [16]. A proteomot vizsgélva azt taldltdk, hogy mig az
E. coli fehérjéinek 13,7%-a, addig a sorélesztd (Saccharomyces cerevisiae) fehérjéinek 49, 1%-a
tartalmaz legaldbb egy, legalabb 30 aminosav hossziisagi rendezetlen szakaszt [28} [29].

10
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A rendezetlen fehérjék kiilonosen gyakoriak bizonyos molekuldris, ill. celluldris funkcidk
ellatasaban szerepet jatszo6 fehérjék kozott. Ilyen celluldris funkcidk a

o transzkripcid, transzlaci6 szabalyozasa
e jelatvitel, sejtciklus szabdlyozdsa
e mRNS feldolgozis, splicing

e citoszkeleton organizécidja

[17,130L 31} 132].

Megfigyelhetd, hogy ezek mind olyan folyamatok, amelyekben kdzponti szerepe van vala-
milyen makromolekularis felismerési folyamatnak. A transzkripci6 és transzlacid, valamint az
mRNS feldolgozas sordn elsdsorban fehérje-nukleinsav, a jelatvitel és a sejtciklus szabalyozasa-
ban pedig els6sorban fehérje-fehérje kolcsonhatasok jatszanak szerepet.

A rendezetlenségnek tobb elénye is van, amelyek megindokoljak, hogy miért a fenti mole-
kularis folyamatok azok, ahol leggyakrabban taldlkozhatunk rendezetlen fehérjékkel. Az egyik
ilyen, sokszor hangoztatott elény, hogy a rendezetlen fehérjék éltal 1étrehozott kotések nagy
specificitdsiak, de kis affinitdsiak. A specificitds a nagyméretii interfésznek kdszonhetd, a kis
affinitas pedig a nagy konformécidsentrépia-csokkenésnek a kotédés — és az ezzel kapcsolt lanc-
rendez6dés — sordn. Ezt az dltalanos nézetet kérddjelezik meg azonban Dogan és munkatarsai.
Osszehasonlitva a rendezett és a rendezetlen fehérjék komplexeinek kotési dllandéit, nem taldltak
kiilonbséget a két tipus kozott [33]].

Jellemzd a rendezetlen fehérjékre, hogy tobb kiilonboz6 partnerrel képesek komplex kialaki-
tasdra, és ezekben a komplexekben mds-mds konformdciét vehetnek fel [34, 35]. A rendezetlen
fehérjék kotédése gyorsabb, mint a rendezetteké.

A rendezetlenség joslasa

Mivel a rendezetlen fehérjék aminosavosszetétele jellegzetesen eltér a rendezett fehérjékétol
[16}36]], sok rendezetlenségjoslé eljaras az adott polipeptidlanc, vagy a polipeptidlanc egy sza-
kaszdnak aminosavisszetétele alapjdn josolja, hogy az adott szakasz rendezett vagy rendezet-
len [37, 138} 139, 140, 41]]. A teljes, hiszdimenzids aminosavosszetétel-teret egy, a rendezetlenség
mértékét meghatdrozé véltozéba valé R?® — R leképezés helyett a probléma kezelhetSségének
javitdsa érdekében hasznalhaté pl. az az R? — R leképzés, ahol megelégsziink azzal, hogy a pon-
tos aminosavosszetétel helyett az atlagos hidrofobicitassal és az egy aminosavra esd nettd toltés
abszolut értékével jellemezziink egy adott szekvenciat. A hidrofobicitds —nett6 toltés alapjan
végzett leképezés alkalmazdsdval a rendezetlen és a rendezett polipeptidlancok, ill. szakaszok
elég jo elkiiloniilése érhetd el [36].

Gyakori tapasztalat, hogy rovid lancokra, vagy révid peptidszakaszokra a rendezetlenség-
J6sl6 eljardsok kevésbé hatékonyak, mint hosszabb ldncokra [42, 43| 44]]. A téves osztdlyozas
mogott gyakran az a jelenség 4ll, hogy a hidrofobicitds —nettd toltés sikon a rendezett és a
rendezetlen polipeptidlancokhoz tartozé pontokat tartalmazé részsikok atfednek. Addédik tehat
a feltételezés, hogy rovid lancokra az atfedd rész kiterjedtebb, mint hosszabbakra [45]].
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Molekularis felismerés biologiai makromolekulaknal

A hagyomdnyos szerkezet-funkcié paradigma szerint a fehérjék funkciéjat a haromdimenzids
szerkezetiik hatdrozza meg. Emil Fischer a XIX. szdzad végén az enzimm(ikodés magyardza-
tara éllitotta fel hires hipotézisét, miszerint az enzim felszinének olyan a mintdzata, hogy abba
a szubsztrdt mint kulcs a zérba illeszkedik bele [46]. Innen a kozkeletd ,.kulcs-zar hipotézis”
elnevezés. Nyilvdnvald, hogy Fischer a fehérjék szerkezetét merevnek tekintette.

Késobb tobb olyan felfedezést is tettek az enzimmiikodést vizsgdlo kutatdk, amelyek arra
mutattak, hogy a Fischer-féle magyardzat nem kielégits. Folfedeztek példdul olyan enzimeket,
amelyek esetében a szubsztrat tavollétében a kotShely, ahova a szubsztratnak kotnie kell, nem
hozzéférhet6. Ha azonban a szubsztrdt valamilyen aspecifikus médon kétott az enzimhez, eld-
idézte annak konformdciés atalakuldsat, és ezaltal az aktiv hely nyitottd valt, és a szubsztrat
most mar be tudott kotni a kotShelyére [47]]. Feltételezni kellett tehat, hogy a kotédés és a mak-
romolekula konformdciés atalakuldsa kapcsolt. Ennek a kapcsolt kotddés-konformécidvaltozas-
nak specidlis esete a rendezetlen fehérjék korében gyakori kapcsolt felgombolyodas-kotddés,
ahol a szabad éllapotban rendezetlen fehérje valamilyen partnerhez valé k6t6dés soran rendezett
szerkezet(ivé vilik.

A kotddés és konformdcids dtalakulds kapcsoltsdgat leird elsé modell a Koshland 4ltal be-
vezetett indukdlt illeszkedés (,,induced fit”) mechanizmusa [48]]. Az indukalt illeszkedés segit-
ségével mar magyardzni lehetett azokat az eseteket, ahol a szubsztratkdt6hely csak a szubsztrat
jelenlétében valik elérhet6vé. Az indukalt illeszkedés hipotézise a kulcs-zar hipotézishez képest
egyéb elonyokkel is rendelkezik. A kulcs-zér hipotézis ugyanis nem tudott kielégité magyardza-
tot adni a szubsztratspecificitas kérdésére. Bizonyos enzimek esetében ugyanis nagyon hasonl6
szerkezetli molekuldk koziil csak az egyik volt képes az enzimhez kotédni, mig esetleg telje-
sen eltérd szerkezetli molekuldk dtalakuldsat az enzim egyarant katalizdlni volt képes, ami csak
ugy volt magyardzhatd, ha feltételezték, hogy a fehérjék nem teljesen merev szerkezetiiek, és
bizonyos konformacids atalakuldsra képesek.

A XX. szazad hatvanas éveiben Straub F. Briin6 egy eltér6 magyarazattal allt el a szubszt-
ratkotés specificitdsdnak magyardzatara, és ezt ,.fluctuation fitnek” nevezte el. A kiindulépont az
volt, hogy mivel a fehérjék dinamikus szerkezetiiek, ezért kiillonb6z6 konformécids allapotok-
ban fordulhatnak el8, az adott konformaciés dllapotok szabadenergidival ardnyos valészintiség-
gel. Ha pedig ez igy van, akkor feltételezhet8, hogy az enzim az enzim —szubsztrat komplexre
jellemzd konformdécidjat felveszi a szubsztrét tdvollétében is. Ilyen esetben a szubsztrat mintegy
kivélasztja a sok lehetséges konforméacid koziil azt, ami a kotédés szempontjabdl a legmegfele-
16bb, ami éppen az enzim komplexbeli konformécidja [49]].

Kétezer-kilencben a hipotézis tjra megjelent, €s most mar konformdciokivdlasztds (,.,confor-
mational selection”) néven [50]] terjedt el. A konformdcidkivélasztas, bar dltaldnosabb kontex-
tusban targyalja a problémat, tehat a molekuléris felismerés egyik lehetséges mechanizmusaként
irja le, az alapelvét tekintve megegyezik a Straub 4ltal bevezetett fluktudcios fit mechanizmusdval
[51]]. Nevezik a jelenséget populdcioeltoloddsnak is (,,population shift”), arra utalva, hogy a kon-
formaciés sokasdgban az egyes konformacidk egymashoz viszonyitott valészintiségei valtoznak
a kotddés hatasara [52]].

Az indukalt illeszkedés és a konformacidkivalasztas ,,hivei” kozott ma is komoly vitdk foly-
nak és mdig nem eldontott kérdés, hogy melyiknek mekkora a szerepe a biolégiai makromole-
kuldk molekuléris felismerési folyamataiban.
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P+ L - q.l_-”L

2. abra. Ligandumkotés egyszerisitett kinetikai sémdja. A P*L komplex kétféle uitvonalon alakulhat ki,
attdl fiiggden, hogy az asszocidcié (P+L — PL) vagy a konformdcids dtalakulds (P+L — P*+ L) megy
végbe eldbb. Az el6bbi az indukdlt illeszkedésnek, az utobbi a konformdciokivdlasztdsnak felel meg. A nyi-
lak mentén az egyes folyamatok sebességi egyiitthatoi vannak feltiintetve.

A problémat tobb szempontbdl is megkozelitették mar és a megkozelitésmadtdl fiiggben ma-
guk a fogalmak is més-mds jelentést kapnak. A legtobb helyen a tirgyaldst arra a specidlis esetre
sziikitették, ahol a két kotSpartner koziil csak az egyik rendelkezik jelent6s konformécids flexi-
bilitassal, a masik partner szerkezete merevnek tekinthetd. Ilyen eset, ahol egy enzim kisméret
szubsztrat dtalakuldsat katalizalja, ilyen altaldban a receptor-ligandum k&t6dés vagy az antigén-
antitest kdlcsonhatds.

Taldn a legelterjedtebb targyaldsmdd szerint a két mechanizmust az egyes elemi 1épések
sorrendje hatdrozza meg. Indukalt illeszkedés esetén el6szor a kisméretd ligandum kotédése
kovetkezik be, és ezt koveti a makromolekuldban valamilyen konformdcids atrendez6dés (2] dbra
fels6 folyamat). Ezzel szemben konformacidkivalasztds sordn a flexibilis partner konformacids
atalakuldsai sordn kialakul a kot konformacid, és ebben az dllapotban torténik meg a kisméret(
molekula kotése (2] dbra alsé folyamat).

Azt, hogy a komplex kialakuldsa melyik mechanizmus szerint megy végbe, az egyes elemi
1épések sebességi egyiitthatéi hatdrozzak meg. Mér ebbdl a targyaldsmodbdl is jol latszik, hogy
egy adott kdlcsonhatds esetén mindkét mechanizmus szerepet jatszhat, de kiilonb6zé mértékben.
Pontosabb képet kapunk a dominanciaviszonyokrdl, ha a sebességi egyiitthatok helyett az egyes
utvonalak fluxusait hasonlitjuk 6ssze [S3]].

Azt, hogy melyik mechanizmus milyen mértékben vesz részt egy adott komplex 1étrejotté-
ben, a kotdpartnereken kiviil a kiilsé koriilmények is befolyasolhatjak. Okazaki és munkatarsai
molekuladinamikai szimuldcidk segitségével vizsgéltdk, hogy mely paraméterek és hogyan be-
folyasoljak, hogy melyik mechanizmus domindns az adott szitudciéban. Azt talaltak, hogy ha
a partnerek kozotti kotés erds, és elsGsorban hosszitavi kolcsonhatdsok feleldsek a kialakuldsa-
ért, akkor az indukalt illeszkedés a preferdlt mechanizmus. Rovid tavi és gyenge kolcsonhatdsok
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pedig a konformdcidkivalasztdsnak kedveznek. Ezen tul a szerzdk szerint azokban az esetekben,
ahol pl. fehérje kisméreti ligandumot kot, ott varhatéan konformacidkivalasztas zajlik le, mig
fehérje mas makromolekuldkhoz val6 kotddése sordn inkdbb indukdlt illeszkedés [54]].

A ligandum anyagi min&ségén tdl annak koncentricidja is befolyassal lehet a mechanizmus-
ra. Ha feltételezziik, hogy a konformacids atalakulds lassu a kotdédéshez viszonyitva, akkor az
egyensuly megkozelitésének sebessége, amit kqps ad meg, indukalt illeszkedés esetén né a ligan-
dumkoncentracié novekedésével, mig konforméacidkivilasztas esetén csokken. Ha ezt a feltétele-
z¢€st elhagyjuk, akkor csak abban az esetben tehetiink egyértelmd kijelentést a komplexképz&dés
mechanizmusdra, ha kqps csokken a ligandumkoncentracié novekedésével, ekkor konformacio-
kivalasztas torténik. Ellenkezs esetben mind a konformacidkivalasztas, mind az indukalt illesz-
kedés lehetséges [S5]]. Zhou receptorok ligandumké&tését egy négyallapoti modell segitségével
vizsgélta. A modellben a receptor aktiv és inaktiv dllapota kozotti dtmenet sebessége fliggott
attol, hogy koti-e a ligandumot, valamint a kotési energia is kiillonbozott az aktiv és az inak-
tiv allapotban. A modellen végzett szdmitdsok alapjin, ha a konformdcids dtalakulds gyors a
relativ diffizié sebességéhez mérten, akkor indukalt illeszkedés a komplex kialakuldsanak 6
mechanizmusa, mig ha a konformadciés atalakulas lassu, akkor az elsddleges komplexképzdési
mechanizmus a konformaciokivalasztas [56]].

Bizonyitékok a konformacidkivélasztasra els6sorban az NMR-es mérésekbdl szarmaztak.
Ezek a bizonyitékok azon alapulnak, hogy ha sikeriil a ligandum tavollétében is kimutatni azt
a konformdciét, amit a makromolekula a komplexben folvesz, az arra utal, hogy a konforma-
cidkivalasztds mikodhet az adott esetben [S7]. Még er6sebb bizonyit6 erejliek azok az esetek,
ahol egy adott makromolekula tobb kiilonboz6 ligandummal is képes komplexet kialakitani, de
mds-mds konforméciéban. Amikor megvizsgéltdk a konformdcids dllapotait szabad dllapotban,
akkor a kiilonb6z6 komplexekre jellemz6 konformacidkat sikeriilt kimutatni [S8]].

Onmagdban az, hogy a komplexbeli konformacié megfigyelhet a ligandum tdvollétében is,
még nem bizonyitja azt, hogy az ilyen konformaciéju molekuldkhoz torténik a kotédés. Nyil-
vanvalé az is, hogy abban az esetben, amikor a kotShely hozzaférhet6sége fiigg a ligandum
jelenlététdl, egyediil az indukalt illeszkedés lehet mikoddképes [47]).

Elméleti szamitasok is vannak azonban, amelyek a konformacidkivalasztas jelentSségét ta-
masztjak ald. Egy négyallapotd modell segitségével kisérlik meg kimutatni, hogy ha az indu-
kalt illeszkedés sordn az iitkdzési komplex konformacidja nem kimagaslé a kiinduldsi anyagok
koncentracidéihoz viszonyitva, akkor az e mechanizmus szerint végbemen6 komplexképz6dési
reakcié nagyon lassti a konformdacidkivalasztds szerinti reakciéhoz viszonyitva, aholis a kot6
konformé4cié a kotddést megel6zben is mér jelen van valamilyen kis valészintiséggel, és ez a kis
valészintiségii kot konformacié vesz részt a tényleges kotédésben [59]].

Rendezetlen fehérjék kapcsolt felgombolyodas-kotodése

Gyakori jelenség, hogy a szabad allapotban rendezetlen fehérjék rendezett szerkezetlivé valnak
a funkcionadlis célmolekuldhoz vald kotés soran. Ez a kapcsolt felgombolyodas €s kotddés jelen-
sége [25]]. Habér a rendezett fehérjék komplexeinek kialakuldsa sordn a k&t6dés mellett a lanc
felgombolyodasanak is végbe kell menni, mégis hasonlé sebességgel alakulnak ki, mint a ren-
dezetlen fehérjék komplexei, ahol mar utélagos felgombolyodasra nincs sziikség [[60]. Gyakori
megfigyelés, hogy a rendezetlen fehérjék nem teljesen rendezetlenek szabad édllapotban sem,
hanem bizonyos el6képzédott szerkezeteket tartalmaznak. Ezek a szerkezeti elemek gyakran
hasonlitanak az adott fehérje komplexeiben megfigyelhet6 szerkezetekre [61), 162]]. Ezekre a bi-
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zonyitékokra alapozva tobben is folvetették, hogy ezek az el6képz6dott szerkezeti elemek kots-
helyekként szolgédlnak és eldsegitik a gyors asszociaciét [63, [64]]. Ez tulajdonképpen megfelel
a konform4cidkivélasztds mechanizmusdnak. Ezek a bizonyitékok azonban kizédrélag a szabad
allapot vizsgélatdbol szarmaznak, és az onmagédban még nem bizonyiték a konforméacidkivalasz-
tasra, hogy a kotott dllapotbeli konformécidk szabad dllapotban is megjelennek.

Maisok éppen a rendezetlen fehérjék nagyobb flexibilitdsaban latjdk a gyors komplexképz6-
dés magyarédzatdt. Chen a p53 —S100B komplex kialakuldsdnak molekuladinamikai szimul4cio-
jat végezte atomi szintli reprezentdciot haszndlva. A kapott tobbdimenzids szabadenergiafelszin
vizsgdlata azt mutatta, hogy a nativ komplex kialakulasa aspecifikus {iitk6zési komplexen ke-
resztiil zajlik, és nem az el6formalt szerkezeti elemek, mint inkdbb a fly-casting (14sd kés&bb)
mechanizmus jarul hozz4 a nativ allapot gyors eléréséhez [|63]].

A KIX-CREB pKID domén kotddéshez kapcsolt felgombolyodésat vizsgdltdk Go-modell
[66] segitségével és azt taldltdk, hogy a monomer stabilitdsdnak novelése lassitotta a komplex
kialakuldsat, mig aspecifikus kontaktusok novelték a sebességet, de a mechanizmust nem véal-
toztattdk meg. Ezek az eredmények megfeleltek az NMR-el kapott eredményeknek [67]], ahol
aspecifikus hidroféb kontaktusok altal 6sszetartott litk6zési komplex 1étét mutattdk ki. Hasonl6
eredményeket kaptak a CBD — Cdc42 kolcsonhatas — durvaszemcsés Go-szimulacidval kiegészi-
tett — egymolekulds kisérletben tortént vizsgédlata sordn. Itt a nativ dllapot mellett egy lazdn kotott
allapotot is taldltak. A kordbbi Go-szimuldciékrdl kimutattak, hogy tilbecsiilik a szabad allapotd
rendezetlen fehérje rendezettszerkezet-tartalmét és alulbecsiilik a 1dncok kozotti kolecsonhatdsok
erésségét, aminek kovetkeztében olyan esetekben is a konformdcidkivélasztast tartottdk a felis-
merés mechanizmusanak, ahol valéjaban indukalt felgombolyodas jatszédott le [68]].

Monte Carlo szimul4cidk segitségével megmutattdk, hogy a rendezetlen p27 Cdk2-hoz torté-
nd kotddéséhez kapcesolt felgombolyodasa soran a felgombolyodas mechanizmusat és sebességét
nem az el6képzddott a-hélix hatdrozza meg, hanem a specifikusan kialakitott nativ kotdfeliilet.
Egyenstilyi és kinetikai mérésekben azt mutattdk ki, hogy az RNaz S S-peptidjének, ami sza-
bad allapotban rendezetlen, S-fehérjéhez val6 kotédése sordan a kotddés megeldzi az S-peptid
felgombolyodasat. Kezdetben a kétédésben néhany hidroféb régié vett részt. Ezek azonban jol
meghatdrozott régidk voltak, ha mas hidroféb régidkat vittek be a szekvencidba, az lassitotta
a komplexképzbdést [|69]].

A fenti eredmények mind arra mutatnak, hogy a rendezetlen fehérjék kapcsolt felgombolyo-
dés és kotddésének elsédleges mechanizmusa az indukalt felgombolyodés lehet. Ennek magya-
razatdra tobb elmélet is napvilagot latott. Shoemaker szerint a rendezetlen fehérjék nagyobb be-
fogdsi sugdrral rendelkeznek, mint a rendezett fehérjék, és ezéltal nagyobb tdvolsdgbdl képesek
aspecifikus kolcsonhatdsokat kialakitani. Ezt a jelenséget a szerz6 ,,fly-casting” mechanizmus-
nak nevezte el [70]. Az IA3 inhibitor élesztd aszpartdt protedzhoz (YPrA) valé kotédése sordn,
ahol az inhibitor N-termindlisa hélixszé rendezddik, a rendezetlen C-termindlis rész részt vesz
a kotésben, de a jelenléte a kotés er6sségét nem befolydsolja, ami a fly casting mechanizmus
kisérleti bizonyitékanak tekinthetd [71]. Huang és Liu 2009-ben publikalt cikkiikben azonban
megmutattdk, hogy a nagyobb befogdsi sugér lassabb diffizidval parosul, és bar a rendezetlen
fehérjék kotédése valoban gyorsabban megy végbe, mint a rendezett ldncoké, de ez nem a ,,fly
casting” mechanizmusnak tulajdonithatd, hanem az alacsonyabb kot6dési energiagatnak [60].
Hosszu tavu elektrosztatikus kontaktusok is eldsegithetik a rendezetlen fehérjék gyors kot6dését
(72, 73]

Habar dgy tlinik, a rendezetlen fehérjék kotddése valéban gyorsabb a globuldris fehérjék
kotédéséhez viszonyitva, ez a kiilonbség csekély [33l]. Ez sziikségessé teszi, hogy a rendezet-
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len —rendezett dtmenet is gyorsan lejatszédjék. Bar nem teljesen tisztdzott, hogy hogyan érik
el a rendezetlen fehérjék a gyors felgombolyodast, az feltehetGen hozzdjarul ehhez, hogy azok
a szegmensek, amelyek rendez&dnek a kotddés sordn, viszonylag kis méretliek és a felvett szer-
kezetek is egyszeri topoldgidjiak, alacsony kontaktusrenddel [73]]. Szerepe lehet a kotédést
kovet6 gyors rendez&désben az elektrosztatikus kolcsonhatdsoknak, amelyek nemcsak a meg-
feleld szerkezeti iitk6zési komplex 1étrejottét segitik eld, hanem megakadalyozzak az iitkozési
komplex felbomlasat is, amivel elésegitik az titkozési komplex nativ komplexszé val6 atalakula-
sat [58]].

Ezekben a vizsgalatokban azonban csak az egyik kotSpartner volt rendezetlen, a masik rende-
zett szerkezet( volt. Az dltaldnosabb esetre, ahol mindkét lanc rendezetlen —rendezett dtmeneten
esik at a kot6dés soran, Csermely és munkatarsai 2010-ben a konforméacidkivalasztds modelljé-
nek Kiterjesztésével egy éltaldnos modell kidolgozésara tettek kisérletet [75]]. Modelljiik szerint
ahogy a kotSpartnerek kozelednek egymas felé, igy valtozik mindkét fél szabadenergiafelszine
a partner hatdsdra. Ekozben ha az egyik ldnc bizonyos konformdciéba jut, egy konforméciokiva-
lasztasi 1épés sordan egy szorosabb komplex jon létre, ahol a kot6dés hatdsdra tjabb konformacids
atrendez6dések zajlanak le mindkét lancban (3] dbra).

Partner A — folding funnel Partner B — folding funnel

Partner A "--.‘ semtt Partner B

binding trajectories

binding trajectories

(d) Original
conformational
selection
+ induced fit

(a) Lock-and-key : /

(b) Induced fit

(c) Original
conformational
selection

TiBS

3. dbra. A kiterjesztett konformdciokivdlasztds sémdja. A mechanizmus magyardzatdt ldsd a szovegben
vAll

Sokkal kevesebb vizsgalatot végeztek olyan komplexekre, ahol mindkét partner rendezetlen
allapotb6l rendezett dllapotba megy at. A CBP NCBD domén és az ACTR komplex kialakuldsat
vizsgaltak mind NMR-el [76] mind molekuladinamikai szimuldci6 segitségével [7458]]. Mig az
ACTR szabad éllapotban szinte semmilyen masodlagos szerkezettel nem rendelkezik, addig az
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NCBD magas masodlagosszerkezet-tartalmui olvadt gombde 4llapotban van. Mindkét moleku-
la harom hélixet tartalmaz a komplexben. A komplex kialakuldsaban a kezdeti 1épés az NCBD
egy rendezetlen szakaszdnak aspecifikus két6dése, de a késdbbiekben az el6képzett masodlagos
szerkezetek is szerepet kapnak a kot6dés soran [[74], ami megfelel a Csermely altal javasolt kiter-
jesztett konformdcidkivéalasztasnak [75]. Hasonlé mechanizmus szerint zajlik az NRSF —mSin3

PAH domén komplexének kialakulasa is [77].

Két- és haromallapotd dimerek

A fehérjék a funkciéjukat leggyakrabban valamilyen komplex részeként fejtik ki. A komplexe-
ket a fehérjéken kiviil egyéb biol6giai makromolekuldk, pl. RNS, és egyéb szerves és szervetlen
anyagok alkothatjdk. Vizsgélatunk szempontjabol most azok a komplexek érdekesek, amelyek-
nek fehérjék az alkotérészei. Ezeken beliil is most a két fehérjelancbdl kialakulé dimerekre f6-
kuszélunk.

Korabban a vizsgalatok szinte kizarélag azokra a fehérjékre iranyultak, amelyek jél megha-
tarozott haromdimenzids térszerkezettel rendelkeznek abban az dllapotban, amelyikben a funkci-
Ojukat ellatjak. Nyilvanval6 volt tehat a feltételezés, hogy két ilyen molekula igy képez komple-
xet, hogy a két, mar felgombolyodott ldnc kapcsolddik dssze dimerré. A specificitist a felszinek
komplementer, ill. nem komplementer volta biztositja. Az ilyen komplexek kialakuldsa soran
harom termodinamikai 4llapot kiilonithetd el: (i) mindkét ldnc denaturélt 4llapotban van, nincs
koztiik kontaktus (ii) mindkét lanc a nativ konformdacidban van, nincs koztiik kontaktus (iii) és
a nativ dimer. A dimerképzddés kinetikaja a

2D 2N = N, @)

sémaval irhaté le, ahol D és N rendre az egyes lancok denaturélt és nativ konformdaci6i, mig N,
a nativ dimer. Mivel itt hdrom &llapot kiilonithetd el, ezért ezeket a dimereket hdromdllapotii
dimereknek nevezik.

Kés6bb egyensiilyi denaturdcios kisérletek [78]] és NMR [76] segitségével sordn kimutattak,
hogy bizonyos dimerek esetén a lancok felgombolyodasa és asszocidcidja kapcsolt. Ezeknek a
dimereknek a kialakuldsa a

2D — N, )

séma szerint megy végbe. Az ilyen séma szerint kialakulé dimereket kétdllapotii dimereknek
nevezik [78]. A tanulmany szerzdi szerint az donti el, hogy egy adott dimer melyik séma szerint
alakul ki, hogy hogy viszonyul egymdshoz a kotési és a felgombolyoddsi szabadenergia.

A kétallapoti dimerek kialakuldsa 1ényeges hasonldsdgot mutat az egyedi lancok kétalla-
potu felgombolyoddsdhoz, mig a hdromdllapotd dimereké nem. A kétdllapotd felgombolyoddas-
nomer felgombolyoddsa sordn [12].

A két- és haroméllapotd dimerek jellegzetes kiillonbségeket mutatnak a kot6felszineik tulaj-
donsagaiban is. A kot6felszinek szerkezeti motivumait vizsgalva azt talaltak, hogy mig a két-
allapotd dimerek kotofelszineinek szerkezeti motivumai hasonlitanak a rendezett monomerek
belsejében taldlhat6 szerkezeti motivumokhoz, addig a haromallapoti dimerek esetében inkabb
a kiilonbségek domindlnak [79]]. A kot6felszinek méretében is kiilonbség van: mig a hdromalla-
potu dimerek kot6felszine relative kicsi a teljes felszinhez képest, addig a kétdllapotd dimerek
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nagyméretl interfésszel rendelkeznek [80]]. A haromallapotd dimerek kotbfelszinei kevésbé hid-
roféb karaktertiek, mint a kétallapotd dimerek kotdfelszinei, annak ellenére, hogy a rendezett
fehérjék szekvencidja a rendezetlenekéhez viszonyitva kevésbé hidrofil jellegii [[72, 81].

Xu és munkatérsai kompaktsaganalizissel vizsgaltak kisérletes adatok alapjan két- és harom-
allapotiként, valamint doméncseréltként azonositott homodimereket. A vizsgédlat 1ényege, hogy
egy szimmetrikus homodimer egyik lancat egy bizonyos aminosavndl képzeletben elvagjak, a
masik lancot az ennek megfelel6 aminosavndl szintén és a két szabad véget megfelelden — tehat
az egyik lanc N-termindlisat a masik lanc C-termindlisdval — 6sszekotik. Az igy kapott, szintén
szimmetrikus dimerre kiszdmitjdk a kompaktsédgi egyiitthat6 értékét (minél alacsonyabb ez az
érték, anndl kompaktabb a dimer). Ezt minden pozicidban torténd vigasra kiszamitjdk és igy
kapnak egy kompaktsagi profilt. A doméncserélt és a kétallapotd homodimerek esetében négy,
mig a hdromallapotd dimerek esetén harom tipust kiilonitettek el. Egy elméleti fejtegetést is ad-
nak abbdl a feltevésbol kiindulva, hogy a dimerkialakulds kinetikdja az adott komplex evolicids
kialakulasanak mechanizmusat tiikrozi [82].

Papoian és Wolynes a "Random Energy Model” altaldnositasat alkalmaztdk a felgombolyo-
das és kotodés kapesoltsaganak lefrasara. Egy felgombolyodasi és egy kotddési paraméter fiigg-
vényében vizsgéltdk a szabadenergiit. Mindkét paramétertdl fiiggd entrépiatag kapcsolja dssze
a két folyamatot (ti. a felgombolyodast és a kotddést). A szabadenergia-kifejezésben szerepld
egyéb paraméterek értékeit (pl. energiarés a nativ dllapot és a denaturdlt sokasdg atlagenergidja
kozott, stb.) 6tszdz fehérje-fehérje komplex statisztikus elemzése alapjdn szdmitottak. (A dena-
turdlt allapotsokasdgot a szekvencia permutdldsdval allitottdk eld.) Azt taldltdk, hogy legalabb
a komplexek tizenot szazalékdban az egyik kotSpartner szabad allapotban instabil. Egy kiva-
lasztott fehérjelancra, ill. a teljes adatbazisra dbrdzoltdk a szabadenergiat a felgombolyodasi és
kotédési paraméter fiiggvényében €s azt talaltak, hogy a kettd jellegzetesen kiilonbozik (de az
ismereteknek megfelel6en). A hidroféb és hidrofil kontaktusokat vizsgdlva mind a ldncon beliil,
mind az interfész régidban, azt talaltak, hogy a tobbivel ellentétben az interfész hidrofil kontak-
tusai annél kedvezS&bb energiajiak, minél kevésbé alakult ki az interfész. Ezt a tapasztalatnak
ellentmondé eredményt viz-kozvetitett kontaktusok bevezetésével remélik orvosolni [83]].

Egyszertisitett fehérjemodellek

A ,termodinamikai hipotézis™ kimondja, hogy a fehérjék nativ dllapota termodinamikailag meg-
hatdrozott [2]]. Ha egy fehérje nativ allapotat akarjuk vizsgalni, akkor ismerniink kell a szerke-
zetét. A termodinamikai hipotézis kovetkezményeként a nativ dllapot megtaldldsa egy optimali-
z4cids probléma a fehérje —olddszer rendszer allapotterében. Ez a probléma azonban NP-nehéz
barmely két- vagy haromdimenziés modellben [84, |85], ami azt eredményezi, hogy a keresési
id6 nagyon gyorsan ndvekszik a rendszer méretének novekedésével.

Az Osszes atomot figyelembe vevd fehérjemodellek legalacsonyabb energidju allapotanak
megtaldldsa a jelenlegi szamitdgépes kapacitdssal még kisméretli fehérjék esetén is megoldha-
tatlan feladat. Még rosszabb a helyzet, ha nem egyszer(ien a legalacsonyabb energidju dllapot
megtaldldsa, hanem a rendszer teljes termodinamikai lefrdsa a cél. Kiilonbozd egyszer(sitések
tehetSk azonban, amelyek lehetdvé teszik, hogy valamilyen hozzavet6leges képet kapjunk a na-
tiv allapot szerkezetérdl, a felgombolyodds folyamatardl, vagy a rendszer egy hozzavetSleges
termodinamikai leirasat adjuk.

Csokkenthetjiik a szdmitasok sordn alkalmazott modell szerkezetének felbontasat pl. azaltal,
hogy nem vessziik kiilon-kiilon figyelembe a modell dsszes atomjat, hanem bizonyos atomo-
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kat egy nagyobb egységbe vonunk 0ssze és a szdmitdsokat mar ezeken a nagyobb egységeken
végezziik. Ha a megvéalaszolni kivant kérdés olyan jellegdi, akar teljesen el is tekinthetiink az
oldalldncok explicit modellezésétdl [86, I87]. Mds esetekben egy adott oldalldnc dsszes atomjat
egy nagyobb méretli atom reprezentalja [88]].

Egy masik lehet6ség a keresés felgyorsitasara az allapottér méretének csokkentése. Egy
gyakran alkalmazott médszer az allapottér diszkretizaldsa, azaz annak a feltételezése, hogy a mo-
dell egyes elemei csak bizonyos elére meghatdrozott pozicidkat foglalhatnak el a topografiai
térben. Ezek az un. rdcsmodellek |86, 87].

A fehérjéket alkoté aminosavakat szokds a fizikai-kémiai tulajdonsdgaik alapjan csoportosi-
tani (pl. hidroféb, polaros, negativan toltott, pozitivan toltott). Ha az azonos tulajdonsdgi amino-
savakat azonosaknak tekintjiik, akkor ezéltal a szekvenciatér csokkenését érhetjiik el. Ez ugyan
nem gyorsitja meg egy bizonyos szekvencia alapdllapotdnak megtaléldsét, de ha valamilyen &l-
talanos kérdés megvalaszoldsa a cél, akkor akar a teljes szekvenciatér is feltérképezhetové valik.

Az egyes dllapotok energidjat leird energiafiiggvény is egyszerisithetd. Lehetséges pl. az,
hogy ne az Osszes kontaktust vegyiik figyelembe az adott dllapot energidjanak kiszamitasa so-
rén, hanem csak példdul azokat, ahol a kdlcsonhatd partnerek egymdstdl legfeljebb bizonyos
tavolsagra helyezkednek el, vagy csak bizonyos aminosav-tipusok kozotti kontaktusokat. Az tin.
Go-modellekben |66l csak azokat a kontaktusokat vessziik figyelembe, amelyek a nativ allapot-
ban is jelen vannak. Az egyes kolcsonhatdsok energidjat leird fiiggvény is egyszer(sithetd, pl.
egy folytonos fiiggvény helyett valamilyen 1€pcsés fiiggvény bevezetésével; ezt teszi a DMD
diszkrét molekuladinamika eljaréas 89, 90].

Halozatmodellek

Komplex, sok szabadségi fokud rendszerek termodinamikai vizsgélatdnak gyakori eszkdze a sza-
badenergia-felszin vizsgalata. A szabadenergia-felszin valamilyen el6re definidlt rendparaméter
vagy reakcidkoordindta fiiggvényében dbrdzolt szabadenergia. A szabadenergia-felszin vizsgé-
latan alapul6 mddszerek egyik hatranya, hogy a kapott eredmények nagymértékben fiigghetnek
a reakcidkoordindta megvalasztdsitdl. Még relative jol megvdlasztott reakcidkoordinétdk ese-
tén is az esetleges nagymértékli dimenzidszam-csokkenés kovetkeztében el6fordul, hogy azonos
pozicidba keriilnek olyan allapotok, amelyek kozott jelentds kiillonbségek vannak, és ami még
fontosabb, hogy amelyek kozotti dtalakulds sokkal lassabb, mint esetleg a reakcidkoordindta
mentén tavol es6 dllapotok kozott.

Egy misik lehet&ség az dllapothdldzat vizsgélata. Ha a vizsgélt rendszer dllapottere diszkrét,
akkor kozvetleniil felépithetd egy dllapothalézat igy, hogy a hédlézatot reprezentald graf (ezutan
allapothal6zaton mindig ezt a grafot értem) csticsai a mikroallapotok, és a csicsokat 9sszekotd
élek a lehetséges atmenetek az dllapotok kozott. Folytonos allapotter(i rendszerek vizsgalatakor,
pl. hagyomanyos molekuladinamikai szimuldcidk sorédn, az 4llapottér diszkretizaldsdval szintén
folépithetd egy allapothaldzat [91]. Azutdn ennek az dllapothdlézatnak a statisztikai vizsgédlata
segitségével kinetikailag jellemezhet6 a rendszer, azonosithatéak a metastabilis allapotok [92]],
a fontos dtmenetek, és meghatdrozhat6k ezeknek az dtmeneteknek a kinetikai paraméterei, pl.
a sebességi egyiitthatd [93],(94]].

Metastabilis dllapoton az éllapottér olyan részhalmazét értjiik, amelyre igaz, hogy a rend-
szer atlagosan joval tobb id6t tolt az adott dllapotban, mint amennyi id6 ahhoz sziikséges, hogy
az allapoton beliil az dllapotra vonatkozé valdszintiségeloszlds megfeleljen az egyensiilyi elosz-
lasnak. Legyen X, diszkrét idejd, diszkrét allapotteri homogén Markov-lanc, S véges halmaz
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a rendszer allapottere és legyen
T =inf{r >0:X, €I|Xo=x} (6)

tetsz8leges I C S-re, tehat tetszSleges x € S allapotbdl vessziik teszbleges I C S részhalmaz bér-
mely elemébe valé jutas idejét, €s ezek koziil a legkisebbet valasztjuk ki.

Legyen M C S. Ha M-re teljesiil a kovetkezd két feltétel pozitiv véges a és b, a < b kons-
tansokra:

(1) minden z € S-re
p(ty<t)>b (7)

(ii) barmely x #y,xe M,y € M-re

r(n<m)<a, ®)
akkor M-re azt mondjuk, hogy metastabilis pontok halmaza. Az (i) feltétel annak a valdszi-
niliségét fejezi ki, hogy a rendszernek legalabb annyi ideig tart visszajutni a z allapotba, mint
eljutni valamelyik metastabilis pontba. A (ii) feltétel pedig azt a valészintiséget fejezi ki, hogy
a rendszer gyorsabban eljut valamelyik masik metastabilis pontba, minthogy visszajusson x-be.
Nyilvdnvaléan a (ii)-ben kifejezett valdszinliség metastabilis pontokra nagyon kicsi.

Tetszbleges x € M metastabilis pont lokdlis medencéje

A(X)E{ZES:p(’Ci:T[ZM):Supp(’ti,:’cﬁ,[)}, 9)
yeM
tehat azon mikrodllapotok halmaza, amelyekbdl a legnagyobb valészinliséggel a metastabilis
pontok koziil x-be jut el leggyorsabban a rendszer. Egy metastabilis pont és a metastabilis pont
lokélis medencéje egyiittesen alkotnak egy metastabilis allapotot.

Ha ismerjiik a teljes allapothalézatot, akkor médunkban 4ll kiszdmitani az egyes dtmenetek
idejének varhaté értékét. Ekkor M C S metastabilis pontok halmaza, ha teljesiti az alabbi feltételt:

inf Bty

supET),
y¢EM

> 1, (10)

ahol Et a 7 valdsziniiségi valtoz6 varhat6 értékét jeloli.

Az x € M metastabilis pontok vonzasi medencéje megadhaté az dtmenetek idejének varhat6
értékeivel is [93]]:

A(x):{zeS:E’ci:yigAgEr§} a1

Ez tehét azt jelenti, hogy tetsz6leges mikrodllapotbdl a metastabilis pontok valamelyikébe
atlagosan sokkal gyorsabban eljut a rendszer, mint egyik metastabilis pontbdl a médsikba. A me-
tastabilis dllapotok megfelelnek az egyes metastabilis pontok lokdlis medencéinek. Minden me-
tastabilis pont tekinthet6 egy metastabilis dllapot reprezentativ mikroallapotanak [96]].

Atmenetek sebességei mikrodllapotok tetszdleges sokasdgai kozott szdmithatéak az dtme-
netititvonal-elmélet 93] segitségével. Az dtmenetititvonal-elmélet alkalmazasa sordn az 6sszes
lehetséges tetszdleges hosszusagu trajektoria koziil kivédlasztjuk azokat, amelyek egy tetszblege-
sen definidlt R C S halmazbdl egy P C S, PN R = 0 halmazba vezetnek ugy, hogy a trajektoria,
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ha egyszer elhagyta R-t, akkor mar nem tér vissza oda. Az ezeken a trajektéridkon atfoly6 fluxu-
sok Osszege adja a reakcid sebességét. A moédszer arra is lehet6séget nytjt, hogy megvizsgaljuk
a reaktiv dtvonalak egymdshoz viszonyitott fontossagat, azaz hogy az dtmenetek mekkora része
megy egy adott ttvonalon keresztiil [93} 94].
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Célkituzések

A kapcsolt felgombolyodas és kotédés leirasara hagyomanyosan alkalmazott fogalomrendszer-
bdl kiindulva kiséreltem meg két rendezetlen lanc kolcsonds kapcesolt felgombolyodés és kots-
désének leirasat. Meg kivantam vizsgalni egzakt modellek és dinamikus, hal6zat alapi modellek
alkalmazhatdsdgat a jelenség vizsgalatdban. Célom volt olyan egzakt, hdl6zat alapi modell ki-
dolgozasa, amelynek segitségével mar olyan hossziisagu lancok vizsgédlata is lehetvé valik, ahol
hidroféb mag kialakuldsdra van méd.

Munkdm soran az aldbbi kérdésekre kerestem a vélaszt:

hogyan csokkenthet6 a két flexibilis 1ancbdl all6 rendszer dllapottere annyira, hogy teljes
egészében folépithetd legyen a rendszer allapothalézata

a kotédéshez kapcsolt konformacidvaltozds leirdsara hasznalt fogalmak (indukdlt illesz-
kedés, konformécidkivalasztds) hogyan alkalmazhaték olyan rendszerekben, ahol mind-
két kot6partner jelentSs flexibilitdssal bir, ill. milyen mechanizmusok szerint mehet végbe
rendezetlen fehérjék homodimerképzése

az egyes mechanizmusoknak mekkora szerepe van a dimerképz6dés soran

az a szimmetria, amely a két lanc szekvenciaazonossagdbdl szarmazik, megjelenik-e ma-
giban a dimerképz6dési folyamatban

mennyire megfeleléek a hagyomanyosan haszndlt kinetikai sémdk komplex rendszerek
kinetik4jdnak lefrdséra .
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Modszerek

A HP modell

Munkam sorén a fehérjelancokat a Lau és Dill altal bevezetett in. HP (hidrofob poldros) négyzet-
rdcsmodell segitségével modelleztem [87]. A modell egy négyzetracson elhelyezett onelkeriild
bolyongds, ami ugy képzelhetd el, mint egy madzagra felfizott gyongysor, ahol a gyongyok
(a tovabbiakban ldncmonomerek) egymdst6l azonos tdvolsdgra helyezkednek el, amely tdvol-
sag megfelel a négyzetracs racspontjai kozotti tdvolsdgnak. Minden ilyen ldancmonomer a négy-
zetrdcs egy racspontjan helyezkedik el; egy racsponton egyszerre csak egy lancmonomer lehet
(@] dbra). A lancmonomerek megfeleltethetSk az egyes aminosavaknak, de akdr aminosavndl
nagyobb szerkezeti egységeknek is.

4. dbra. Egy HP ldnc négyzetrdcson elhelyezve.

A szekvenciatér kételemd: a ldncokat hidroféb és poldros ldancmonomerek alkotjdk. Az egyes
allapotok energidinak meghatarozasara tobb energiafiiggvényt is alkalmaztam, ezekben azonban
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koz6s volt, hogy csak két hidroféb lancmonomer kdzotti kdlesonhatés jarult hozza effektiv mo-
don az allapot energidjahoz.

A HP modell bevezetd cikkében [87] egy szomszédsag alapu energiafiiggvényt definidltak.
Monomer esetében egy adott I konformacié energidja az energiafiiggvény szerint [I87]:

ET)=¢ Y & A (12)
i,j>i+1
ahol € < 0 a kolcsonhatdsi energia,
1 had;;j=1
5:11:{ A (13)
0 egyébként

1 has,-:Héssj:H
A= ; (14)

0 egyébként

ahol d; ; az i-dik és a j-dik lcincmonomeiﬂ euklideszi tdvolsdga és s = (s1,s2...5;) a szekvencia.
Tetszbleges, n szamui monomerbdl 4116 rendszer adott I” dllapotanak energidja pedig:

E(F)=8<Z Y St Y Zsik,ijik,jm) (15)

k=1 i, ji>i+1 k,m#k ik, jm

ahol iy, ji, jn rendre a k-adik lanc i-edik, a k-adik ldnc j-edik és az m-edik lanc j-edik lancmo-
nomerét jeloli.

A HPN modell

Ha szeretnénk figyelembe venni a toltott aminosavak hatdsat is, a HP modell mér elégtelennek
bizonyul. Azokban a vizsgdlatokban, ahol a toltések szerepét is vizsgdlni kivantuk, az in. HPN
modellt haszndltuk, ahol a H, a P, és az N rendre hidroféb, pozitivan t6ltott és negativan toltott
aminosavakat reprezentdlnak [97]. Egy allapot energidjdt Gigy hatdrozzuk meg, hogy az 6sszes
kontaktus energidjat 0sszegezziik. Az egyes kontaktusokhoz pedig aszerint rendeliink energiat,
hogy az milyen tipust lancmonomerek kozott jon 1étre, egyg = —1, €py = —0.75, €pp = enn =
= 0.75 és epy = €npg = O szerint.

A pull moves mozgaskészlet

z 2

Bizonyos mintavételezési eljardsok (pl. Markov-ldnc Monte Carlo médszerek (1asd késdbb))
sziikségessé teszik az allapotok kozotti dtmenetek definidlasat. Egy adott modellben ezeknek
az dtmeneteknek a halmazat mozgdskészletnek nevezzik.

Lesh és munkatarsai [98]] 2003-ban publikaltik az altaluk pull movesnak nevezett mozgas-
készletet [98][99]. A mozgdskészlet mozgdsait az 5] dbra mutatja.

Jelolje x;, i = 1,2...[ azt a rdcspontot a négyzetracson, amit az i-edik lancmonomer foglal
el. Jeloljon L egy olyan racspontot, ami szomszédos x;;1-gyel és szabad, azaz nem foglalja el

Udncmonomernek nevezem a modell lanc egy racspontot elfoglalé egységét, megkiilonboztetends a monomert6l,
ami egyetlen ldncot jelol
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egyetlen lancmonomer sem. Jelolje C annak a négyzetnek a negyedik csuicsat, amelynek a ma-
sik hdrom cstcsa x;, x;+1 és L (5] b) dbra). Ha C = x;_;, akkor az i-edik monomert egyszeriien
az L pozicidba helyezziik, azaz x; = L (5] c) dbra), ahol x; jel6li az i-edik monomer poziciéjat
a mozgas eredményeként 1étrejovd konformdacidban, és ezzel egy 1j érvényes konformacidt ka-
punk. Ha C szabad, akkor x; = L és x._, = C. Ha az igy kapott konformécié a ldnc egy érvényes
konformadcidja, a mozgas befejez6dott. Ha a kapott konformacié nem érvényes konformécio, ak-
kor addig folytatjuk ax; , =x;_y12, k=1,2... miiveletet, amig vagy egy érvényes konformacié6t
kapunk, vagy elérjiik a lanc végét (5] d) dbra).

A mozgaskészlet reverzibilitdsa érdekében a szerzok egy végmozgast is bevezettek. Itt most
jeldlje L a lanc valamelyik végén elhelyezked6 lancmonomer pozicidjaval (ezt itt most jeldlje
az egyszerliség kedvéért x;, de az elmondottak ugyanigy érvényesek maradnak a lanc masik
végére) szomszédos szabad racspontot, C pedig egy — az L pozicidjdval szomszédos — szintén
szabad rdcspontot tgy, hogy C # x|. Végezziik el a x| = L és x, = C dthelyezéseket. Ha az igy
kapott konforméci6 érvényes konformécid, a mozgdas befejez6dott. Ha a kapott konformécié nem
érvényes konformdci6, akkor addig folytatjuk a xj = xx_o k = 3,4... dthelyezéseket, amig vagy
egy érvényes konforméciét kapunk, vagy elérjiik a ldnc végét (5] e) dbra).

A mozgéskészlet teljes, tehat barmely konformdaciébol barmely mdsikba el lehet jutni kiza-
rélag a mozgdskészlet dltal definidlt mozgdsok segitségével, tehat

V(I[el,Iiel):I(m=mjomyo...om, :my,my...m, € M) : (m(I;) =T}) (16)

ahol M = {m;} a mozgdskészlet, I a lehetséges konformécik halmaza és o az elemi mozgdsok
kompozicigjat jelenti, tehét azt, hogy a kovetkezé mozgast a megel6z6 mozgds 4ltal 1étrehozott
konformacidra alkalmazzuk; lokalis, azaz olyan mozgésokat tartalmaz, amelyek a lehet6 legke-
vesebb ldancmonomer athelyezésével jarnak és azok sem keriilnek tdvolra az eredeti pozicidjuktol

[98]].

(a) (b) (c)

R T Xivi -- %
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) I ; I ::‘ xr‘H’
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5. ébra. A pull moves mozgdskészlet [99].
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Az eredeti cikk dllitdsaval szemben azonban a 9 mozgaskészlet nem teljesen reverzibilis,
azaz nem teljesiil a

V(F,-,Fj : Fi,Fj S F) : El(mk S m:mk(Fi) :F]) — El(ml EM:my (F]) :Fl) (17

reverzibilitas. Egyszertien reverzibilissé tehetd azonban, ha a végmozgasok koziil elhagyjuk azo-
kat a mozgdasokat, ahol a C pozicié szomszédos az x, pozicidval [100] (a magyardzatot és a bi-
zonyitast lasd késébb).

Az allapottér foltérképezése

Egy rendszer termodinamikai lefrdsdhoz sziikséges az dllapotsiiriiség-fiiggvény ismerete. Az
Q (E) allapotstirtiség-fiiggvény megadja, hogy folytonos energia esetén hany mikroéllapot ener-
gidja esik egy kicsiny, E + OF intervallumba, diszkrét energiaszintek esetén pedig azt, hogy hany
mikrodllapot rendelkezik éppen E energidval.

Az energidkbdl és a hozzdjuk tartozé allapotstirliségekbdl kiszdmithatd a Z kanonikus 4lla-
potosszeg, ami diszkrét esetre

Z= Ze*Ef/"BT = ;g (E;)e Ei/kaT (18)

A kanonikus allapotosszegbdl pedig mar minden fontos termodinamikai fiiggvény (pl. sza-
badenergia, entrépia, bels6 energia stb.) értéke kiszamithato.

Ahhoz, hogy meghatarozzuk az allapotstirtiség-fiiggvényt, sziikség van az allapottér foltérké-
pezésére. Ha van rd lehet6ség, akkor enumeracid segitségével a teljes dllapottér foltérképezhetd.
Ha azonban az allapottér mérete nem teszi lehet6vé az enumeraciot, valamilyen mintavételi el-

jards alkalmazdsa valik sziikségessé.

Enumeracios vizsgalatok

Az enumeracids vizsgalatndl az allapotteret teljes mértékben foltérképeztem, azaz kiszamitot-
tam az Osszes lehetséges dllapot energidjat. Enumericid segitségével megtaldlhaté a rendszer
alapallapota, valamint egzaktul megkaphat6 az allapotsiirtiség.

Az enumeracids vizsgalatoknal a f6 nehézséget a modell tulajdonsagaibdl kovetkezé szim-
metridk kezelése okozza. A szimmetridk megfelel6 kezelése esetén azonban az dllapottér csok-
kenése érhet6 el.

Mintavételi eljarasok

A biolégiai makromolekuldk allapotterének feltérképezése sordn alkalmazott mintavételi eljara-
sok alapvet&en két csoportba sorolhaték. Mindkét csoport eljarasainak kozos jellemzdje, hogy
az egyes allapotok kozott dtmeneteket definidl és ezeknek az dtmeneteknek a segitségével igyek-
szik az allapottérnek minél nagyobb részét bejarni, torekedve arra, hogy bizonyos paraméterek
(pl. energia) mintabeli eloszldsa minél jobban megkozelitse a tényleges dllapotsokasdgon beliili
eloszlast.

Ha a ¢ idSpontbeli dllapot egyértelmiien meghatdrozza a ¢ + ot (illetve diszkrét ideji mo-
dellek esetében ¢ + 1) id6pontbeli allapotot, akkor determinisztikus eljarasrél beszéliink. Ebbe
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a csoportba tartoznak a hagyomdényosan hasznélt molekuladinamikai szimuldcidk [101], vagy
a DMD [89, 90].

Ha a r id6pontbeli dllapot csak azt hatdrozza meg, hogy a ¢ + &t (¢ + 1) idGpontban milyen
valdszintiséggel taldljuk a rendszert az egyes allapotokban, akkor sztochasztikus mintavételezé-
si eljarasrol beszélhetiink. A sztochasztikus mintavételezési eljardsok legfontosabb (és 4ltalam
egyediiliként alkalmazott) csoportja a Monte Carlo-médszerek csoportja.

Monte Carlo-modszerek

A Monte Carlo-mddszerek sztochasztikus mintavételi és optimalizicids eljardsok, amelyeknek
célja egy meghatdrozott mennyiség megfeleld valdszintiségi eloszldsdval jellemezhetd mintaso-
kasag el6allitasa. A Monte Carlo-mddszerek egy fontos osztdlya, az un. ,,rejection sampling”-
modszerek a kovetkezd elv alapjan miikodnek: legyen & és 1 két, egyazon H eseménytéren értel-
mezett, diszkrét (folytonos) valészintiségi véltozé. A & valGszintiségi valtozé tomegfiiggvénye

(stiriségfuggvénye) legyen f (x), mig az M valészindiségi véltozé g (x), amelyekre egy megfe-
lel6en valasztott ¢ konstansra érvényes a

fx) <e-g(x) (19)

Osszefiiggés. g (x) egy konnyen mintavételezhet$ eloszlds, nevezziik segédeloszldsnak, f (x) pe-
dig az a nehezen mintavételezhetd eloszlds, amelynek megfelel6 mintasokasagot kivanunk els-
allitani; nevezziik ezt bdziseloszldsnak.

Vilasszuk ki véletlenszerlien a H egy tetszbleges y elemét, és generdljunk egy u véletlen
szdmot a [0, c- g (v)] intervallumon egyenletes eloszlasbol. Ha u < f (y), akkor y-t elfogadjuk, és
belekeriil a mintaba, ellenkezd esetben elutasitjuk [102].

Ez az eljéards azt eredményezi, hogy a mintavételezés sordn kapott minta eloszldsa megfelel
az f (x) eloszlasnak.

Markov-lanc Monte Carlo-médszerek Legyen S véges halmaz egy eseménytér. Definidljunk
ekkor egy G (V, E) sulyozott grafot, amelyre V =S és E C (S x S). Tételezziik fel, hogy a graf
osszefiiggd. Végezziink véletlen bolyongést a G grafon és legyen az (i, j) € E él w;; stilya annak
a valdszintlisége, hogy az i-edik csticsbdl a kdvetkezd 1épésben a j-edik csticsba jutunk. Az egy
csucsbodl kiindul6 élek silyainak Osszege értelemszertien 1.

Ekkor a G sulyozott grafot egy véges allapotterti, diszkrét idejii Markov-modellnek nevezziik,
a véletlen bolyongast magét pedig véges allapottert, diszkrét ideji Markov-ldncnak.

Most tekintsiink egy olyan Monte Carlo mintavételezést, ahol a segédeloszlds mintavétele-
zése a Markov-modellen végrehajtott véletlen bolyongés eredménye. Ekkor, ha minden i, j € S,
i — J, (i, ]) € E atmenet valdszintiségére érvényes a

L PEG)
Pi (l’f(i <j>>> 20

Osszefiiggés, akkor a mintasokasag eloszldsa éppen az f (x) baziseloszlas lesz [103].

Metropolis — Hastings Markov-lanc Monte Carlo-médszer A Metropolis Markov-lanc
Monte Carlo médszer feltételezi, hogy az a priori valdszinliségek (azaz, hogy a rendszer mi-
lyen valoszintiséggel kisérli meg az adott damenetet) azonosak az ellentétes irdnyd dtmenetekre.
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Azonban ez a feltétel nem minden Markov-l4dncra érvényes. A Metropolis-algoritmus altaldno-
sitdsa arra az esetre, amikor az a priori valészintiségek nem feltétleniil egyenléek, a Metropo-
lis — Hastings-algoritmus [104]].

Allandé hémérsékletii és nyomadsu fizikai rendszerek allapotainak eloszldsa a

pi=e EilksT 1)

kanonikus vagy mas néven Boltzmann-eloszlast kdveti, ahol T az abszolit h6mérséklet, kp pe-
dig a Boltzmann-allandé. Ha tehat dllandé hdmérsékletii és nyomasu fizikai rendszer allapotai-
nak mintavételezése a cél, akkor a kanonikus eloszlas lesz tehat a Monte Carlo mintavételezés
baziseloszlésa.

Ha tehat a megfelel6 atmenetek val6szintiségeit a

ap
pij = min (1, B e (ErE) ’“*T> : (22)

ij

Metropolis — Hastings-kritérium adja meg [103} [104], a kapott mintdban az allapotok eloszldsa
meg fog felelni a Boltzmann-eloszlasnak.

Wang - Landau-mintavételezés Mig a Metropolis — Hastings Markov-lanc Monte Carlo-

7z

moédszer kanonikus sokasdg el6allitdsara alkalmas, addig a Wang — Landau mintavételezés [105)

7

106] célja kdzvetleniil az édllapotsiiriség-fiiggvény meghatdrozisa.

Jelolje Q (E) az éllapotsirtiség-fiiggvényt. Ha egy tetszGleges i — j dtmenetre az dtmenet
valoszintisége ardnyos az Q (E;) /Q(E;) hanyadossal, akkor az egyes energiaszintek eloszldsa
egyenletes lesz. A moédszer az egyes energidkhoz tartozé éllapotsiirliségek iterativ megvaltoz-
tatasaval, az egymast kovetd ciklusokban egyre pontosabban kozeliti a tényleges értékeket. Az
egyes ciklusok akkor érnek véget, ha a H (E) energia-hisztogram kellGen sima.

Az eljaras kezdetekor Q (E) = 1 és H (E) = 0 minden E-re. Definidlunk egy f > 1 médosité
faktort, aminek a kezdeti értékét leggyakrabban f = e-nek vélasztjadk. Ezutdn egy Markov-ldnc

Monte Carlo szimul4ciot végziink

. Q(E;)
pij = min <1, Q(Ej)> (23)

atmeneti valészintiségekkel. Minden 1épésben elvégezziik az

Q(E) = Q(E;) - fésa (24)
H(E;) — H (E;)+1 (25)

miiveleteket. A szimul4ciét addig végezziik, amig a
H(E)>w-(H(E)) minden E-re (26)

feltétel nem teljesiil, ahol w adja meg, hogy mennyire kell simdnak lenni a kapott hisztogramnak
a tovabblépéshez. w értéke esetiinkben 0, 8 volt.

Ha a feltétel teljesiil, a szimuldciét ledllitjuk, visszadllitjuk a hisztogramot H (E) =
= (0-ra és a médosito faktor értékét egy olyan fiiggvény szerint véltoztatjuk meg, ami csokkenti
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a modosito faktor értékét és a fliggvény ismételt alkalmazdsaval értéke egyre jobban megkozeliti
egyet. A gyakorlatban éltaldban a négyzetgyokfiiggvény haszndlatos, azaz

f=f @7)

A szimuldcidkat addig ismételjiik, amig a mddositéd faktor értéke kisebb nem lesz egy el6re
definidlt ért€knél pl. fq; < e!9™. Minden ciklusban az allapotsirtiség-fiiggvény értékeit In f-el
ardnyos pontossdggal tudjuk meghatdrozni. Tehét f,,, megfeleld6 megvélasztisdval elvileg tet-
sz0leges pontossag érhetd el [103]].

Allapothalézat

A Markov-lanc Monte Carlo-szimuldcidk sordn az dtmeneteket és azok valdszintiségeit definidlo
Markov-modellt nem ismerjiik teljes egészében, arrdl csak egy mintavételi folyamat sordn szer-
ziink informéciét. Rovidebb lancokra azonban el6allithaté a teljes graf, ami azutdn részleteiben
— pl. hal6zatelméleti mdédszerekkel — vizsgalhaté. Ezt a grafot nevezziik allapothdlézatnak. Az
allapothal6zat — mint stlyozott graf — csicsai a rendszer egyes allapotai, a koztiik 1év6 élek pe-
dig a kozottiik lehetséges atmenetek, amit itt valamelyik Monte Carlo mozgaskészlet mozgasai
definidlnak. Egy adott irdnyitott élhez rendelt sily az adott 4tmenet valdszintisége.

Az allapothédl6zat matrix forméban is felirthat6. Ha az allapotok szdma n, akkor felirhat6
egy T"" matrix, amelynek 7;; eleme az dtmeneti halézat i-edik dllapotdbdl a j-edik dllapotdba
mutaté €l silya, azaz annak a valdszintisége, hogy a kovetkez6 1épésben a rendszer a j-edik alla-
potba jut, feltéve, hogy jelen pillanatban az i-edik dllapotban van. A T matrixot az dllapothdlézat

dtmeneti mdtrixdanak nevezzik.

Perron-klaszter Klaszterelemzés

Egy sok szabadsdgfokkal rendelkezd rendszernek, amilyenek a bioldgiai makromolekulék is,
rengeteg mikrodllapota valésulhat meg. Tekintsiik most a mikrodllapotok halmazédnak két disz-
junkt részhalmazat. Ha a két részhalmazon beliil a mikrodllapotok kozotti &tmenetek 1ényegesen
gyorsabbak, mint a részhalmazok kozotti atmenetek, akkor a két részhalmazt a rendszer metasta-
bilis dllapotainak nevezziik. Ez azt jelenti, hogy ha a rendszer egy metastabilis dllapotba keriil,
akkor az ott egyhuzamban eltsltott idé varhaté értéke nagy. Altaldban a metastabilis dllapotok
alacsony szabadenergidju allapotok és bizonyos feltételek mellett megfeleltetheték a hagyoma-
nyos szabadenergia-felszinek szabadenergia-godreinek.

Matematikai értelemben a metastabilitds megfelel az in. Markov-tulajdonsdgnak, azaz annak
a valdsziniisége, hogy bizonyos id6 elteltével a rendszer egy bizonyos metastabilis dllapotban
lesz, csak a jelenlegi allapottdl fiigg, és nem fiigg attdl, hogy a jelenlegi dllapotdba honnan jutott
a rendszer.

Egy Markov-modell metastabilis dllapotainak elkiilonitésére szolgdl a Perron-klaszter Klasz-
terelemzés (,,Perron-Cluster Cluster Analysis) [92]]. Tekintsiink most egy ergodikus rendszert le-
ir6, véges allapotterdi Markov-modellt. Ekkor a T"*" atmeneti matrix, ahol n a Markov-modell
allapotainak szdma, A; sajatértékei mind valésak lesznek és A; = 1, valamint |A;| < 1 minden i >
> 1-re. Minden egyes sajatérték megfelel egy t; = —ﬁw id6skalaju mozgésnak [[107]]. Azt, hogy
a megfelel6 mozgds milyen édllapotok kozott zajlik, a sajitértékhez tartozo jobboldali sajatvektor
komponenseinek el6jelelemzésével hatarozhatjuk meg [91]].
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Ha az els6 k szdmu sajatérték nagysdgban jol elkiiloniil a tobbit6l, akkor ezt a k sajitértéket
Perron-klaszternek nevezziik, és ez azt jelzi, hogy az dllapotok nagy része k szdmu metastabilis
allapotba sorolhaté.

Diszkonnektivitasi graf

Energiafelszinek topografidjanak feltarasara alkalmas eszkoz a diszkonnektivitasi graf. Osszuk
ol a vizsgdlt rendszer allapotterét diszkrét, 4t nem fedd részterekre (részhalmazokra) gy, hogy
minden ilyen résztér egy o lokalis minimumhoz tartozé RE0 (o) vonzdsi medencét (attraction
basin) reprezentéljon, ahol minden s € R0 (o) 4llapot energidja kisebb egy bizonyos Eg-nal.
Ezek az RE (o) vonzasi medencék nagyobb méretli RE (o) szupermedencékbe egyesithetSk
tigy, hogy minden s € R (') allapot E (s) energidja kisebb legyen E; > Ey-nal és REi (o) bar-
mely két dllapota legyen Osszekotve olyan ttvonallal, ami magédban a résztérben vezet. of itt
a legalacsonyabb energidji lokalis minimum azok kozott, melyek RE (ot)-ben vannak, azaz

o =min{a: o€ R (o) CRY (o)} (28)

A vonzési medencéknek a hierarchikus dsszevondsa addig ismételhetd, amig a teljes dllapotteret
egyetlen szupermedencébe nem egyesitettiik.

Abrizoljuk a vonzasi medencék hierarchidjat graf forméjaban tigy, hogy a graf csticsai le-
gyenek a kiilonbozé energiaszinteken definidlt vonzasi (szuper)medencék, €s két ilyen cstcsot
akkor kosson 6ssze él, ha az egyik cstcs dltal reprezentdlt (szuper)medence a mdsik csics al-
tal reprezentalt szupermedencének részhalmaza. Gyakorlati szempontbdl érdemes a grafot ugy
dbréazolni a kétdimenzids térben, hogy a graf csicsainak valamelyik dimenzi6 szerinti koordina-
tai megfeleljenek E;-nek. Ekkor a grafrdl leolvashatd, hogy az egyes vonzasi medencék kozotti
energiagitak milyen energidjiak és ezaltal kovetkeztetni lehet a rendszer dinamik4jara [108]].

Atmenetittvonal-elmélet

A reakcidkinetikdban a sebességi egyiitthaté elméleti szarmaztatasanak legszélesebb korben al-
kalmazott elmélete az dtmenetidllapot-elmélet. Eszerint a reaktdns dllapotbdl kiindulva a rend-
szernek keresztiil kell mennie egy magas energidjui allapoton, amit &tmeneti dllapotnak neveziink.
Ha egyetlen reakci6koordindta mentén 4brazoljuk a rendszer szabadenergidjét, akkor két ala-
csony szabadenergidju allapot kozott — ezek a reaktans €s a termék — a szabadenergia-gorbének
maximuma van, és az ehhez a maximumhelyhez tartozé éllapot az dtmeneti dllapot. A reakcié
sebességét egyrészt a reakcidkoordindta menti diffizié sebessége, masrészt az dtmeneti allapot
és a reaktans dllapot szabadenergidjdnak kiilonbsége — az aktivdldsi szabadenergia — hatdroz-
za meg. Az elmélet feltételezése szerint ha a rendszer a reakci6koordindta mentén tiljutott az
atmeneti dllapoton, akkor a reakcié mindenképpen lezajlik.

Az elmélet alapvetd feltételezése az, hogy a reaktdns és a termék allapot tin. metastabilis 4l-
lapotok. A metastabilitds azt jelenti, hogy a mikroéllapotok kozott a metastabilis allapoton beliili
atmenetek joval kisebb id6skdldn zajlanak le, mint a metastabilis dllapotok kozotti dtmenetek.
Matematikailag ez azt jelenti, hogy a rendszer egy Markov-modellként irhaté le, ahol a Markov-
modell cstcsai a metastabilis dllapotok, a koztiik 1év6 dtmenetek az élek, és az élek siilya ardnyos
a sebességi egyiitthaté értékével.
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7.z z. 2 z

Ha ketténél tobb dllapotot és a koztiik 1évd dtmeneteket akarjuk figyelembe venni, akkor fel-
irhaté a sebességi egyiitthatok segitségével egy differencidlegyenlet-rendszer, amelynek megol-
dasaval megkaphatdk az egyes metastabilis dllapotok mennyiségeinek id6gorbéi. Hangsilyozni
kell azonban, hogy ez a vizsgalat csak akkor irja le pontosan a rendszer dinamikédjat, ha a modell
allapotai valéban metastabilis dllapotok.

Mit lehet tenni, ha a rendszernek nincsenek metastabilis dllapotai illetve ha altalunk 6nké-
nyesen definidlt 4llapotbé] indulé dtmeneteket vizsgalunk? Erre jelenthet megoldast az Armene-
tivitvonal-elmélet [93]].

Az Atmeneti Utvonal Elmélet (a tovabbiakban az angol elnevezésbdl szarmazé TPT
(Transition Path Theory) roviditést fogom haszndlni) segitségével kiszamithatd, hogy az
atmeneti halozat élein dtmend fluxus mekkora hdnyada reaktiv, azaz mekkora hanyada éri
el a termék 4llapotot.

A médszer elsd 1épéseként definidljuk tetszés szerint az allapotok halmazanak két 4t nem
fedd részhalmazit, ezek egyike lesz a reaktdnshalmaz (A ), a mésik a termékhalmaz (B). Ezutén
az atmeneti hdl6zat élein a reaktdnshalmazbdl a termékhalmazba irdnyul6 reaktiv fluxust vizs-
galjuk. Ehhez a (¢*), Un. elkotelezddési fiiggvény (,,committor function™) értékeinek kiszdmitédsa
sziikséges. Az Un. eldrefelé elkotelezddési fiiggvény (,,forward committor function”) értéke egy
adott dllapotban azt adja meg, hogy a rendszer milyen valdszintiséggel jut el a termékhalmazba az
adott dllapotbdl anélkiil, hogy meglatogatnd a reaktanshalmazt. A (¢~ ) hdtrafelé elkitelezddési
fiiggvény (,,backward committor function”) értéke pedig azt adja meg, hogy mi a valdszin(isé-
ge, hogy a rendszer a reaktdnshalmaz valamelyik allapotdbdl érkezett a termékhalmaz érintése
nélkiil.

Ha T;; az atmeneti matrix i-edik sordnak j-edik eleme, akkor az eldrefelé elkotelezOdési
fliggvény értéke a

q'i=).Tiq"; (29)
J
egyenletrendszer megoldédséaval hatdrozhaté meg [94], feltéve, hogy

gti=0,mindeni € A-ra

gti=1, minden i € B-re.

Reverzibilis Markov-modellekre ¢—; = 1 — g}, tehét a hétrafelé elkotelez6dési fiiggvény
értékeinek kiszdmitasara nincs sziikség.

Az egyensilyi valdszintségek és az el6refelé elkotelezddési fliggvény értékének segitségével
kiszamithat6 az egy élen atfoly6 reaktiv fluxus:

ap_ JTi(1—q"i)Tijq"; haisj 30)
Y 0 egyébként,
ahol m; az i allapot egyensiilyi valdszintisége.
A reakci6 sebessége (vap) ezek alapjan
vas= Y. fi’, (31

icA,jes

ahol S a rendszer allapotainak halmaza.
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A vizsgalt szekvenciak

Vizsgalataimba azokat a HP szekvencidkat vontam be, ahol a dimer alapéllapota egyedi, az-
az létezik egy olyan éllapot, amelynek mindegyik mdsik dllapotndl alacsonyabb az energidja.
A monomer alapéllapotdra nem tettem ilyen kikotést.

Jelolje {Ny} a monomer alapéllapoti konformdacidinak halmazét és Np pedig azt a konfor-
macidt, amit a monomer a dimer alapallapotdban folvesz (itt most feltételeztem, hogy a dimer
alapéllapota szimmetrikus, azaz a két ldnc konformdiciéja megegyezik). Ha egy szekvencidra
Np € {Ny}, az adott szekvencidt derék szekvencidnak nevezem, ha Np ¢ {Ny}, a szekvencia
nem derék.

A szamitési kapacitds korldtozottsdga miatt a legnagyobb lanchossz, amelyre még tudtam
enumeraciét végezni, [ = 10. Vizsgalataimat azokon a 4 <[/ < 10 szekvencidkon végeztem, ame-
lyekre a dimer alapdllapota egyedi.

A van’t Hoff és a kalorimetrikus entalpia szamitasa

A kalorimetrikus kétdllapotisag kritériuma szerint
AIivl—[/AI{cal ~ 17 (32)

ahol AH,y és AH.y rendre a van’t Hoff és a kalorimetrikus entalpia. Mind a van’t Hoff, mind
a kalorimetrikus értéke kiszdmithaté az allapotstiriség-fiiggvény ismeretében.
A van’t Hoff entalpidt a

T, T,

AH,y = (AH)y = (H)g — Hx (33)
egyenlet adja meg, ahol (.. >]T) a denaturdlt allapothoz tartozé mikrodllapotokra vett Boltzmann-
atlag a T hdmérsékleten, Hy a nativ dllapot entalpidja és Ty a felgombolyodasi hdmérséklet, amit
a

pn(Ty) = po (Ty) (34)

definidl, ahol pn (Ty) és pp (Tf) rendre a nativ és a denaturalt dllapot valészintisége a Ty hGmér-
sékleten.

A felgombolyodasi hémérsékletet igy szamitottam, hogy a szeldmodszer segitségével meg-
oldottam 7'-re a

1
gne T = 2 Y g BT (35)
i

egyenletet, ahol g; és E; rendre az i-edik dllapot multiplicitdsa és energidja.
A kalorimetrikus entalpia értéke

AI'Ical - <AH>°° - <H>oo _HN7 (36)

ahol (.. .>T az Osszes mikrodllapotra vett Boltzmann-atlag a T hémérsékleten.

Kanonikus sokasdg esetén végtelen hdmérsékleten minden mikrodllapot egyforman valo-
szinli. Az altalam vizsgélt modellben minden allapot egy mikrodllapot-sokasagnak felel meg.
A modellben definiélt dllapotokra szdmitott dtlag tehit végtelen hdmérsékleten

Y. Hig;
H) =2 , 37
(H) Y4 (37)
j
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ahol ¢; az i-edik dllapot multiplicitdsa. Mivel a modellben nincs nyomds definidlva, ezért egy
mikrodllapot entalpidjat egyenldnek tekintem az energidjaval.

A hasznalt programok

A legtobb feladatot sajat magam 4ltal irt programokkal oldottam meg. Az enumeraciés szamita-
sokat végz8, a Monte Carlo szimuldcidkat végzd és az allapothalézatokat eldallité programokat
C nyelven irtam. Az adatok kiértékeléséhez haszndlt egyszer(ibb programokat Python nyelven.
Kiterjedten haszndltam a Python numerikus szdmitdsok végzésére késziilt moduljét, a Numpyt.

Az atmeneti hdlézatok dtmeneti matrixai a legtobb szekvencia esetében ritka matrixok vol-
tak. A ritka matrixokon végzett szamitasokat (pl. matrixok spektralis elemzése) a Python Scipy
moduljanak Scipy.sparse és Scipy.sparse.linalg moduljdban definélt osztdlyok és fiiggvények se-
gitségével végeztem.

A hélézatokon végzett szdmitdsokhoz a Networkx modult haszndltam, a grafikonok készité-
séhez pedig a Matplotlib modult.
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Eredmények

Alkonyzona fehérjék rendezettsége és rendezetlensége kozott

A rendezetlen fehérjék az aminosavosszetételiik alapjan j6l megkiilonboztethetok a rendezett
fehérjéktdl. Jo6 elkiiloniilést kapunk, ha a szekvencidk aminosavosszetételét az atlagos hidrofobi-
citdssal és az abszolut atlagos netto toltéssel jellemezziik. Ha a vizsgalt szekvencidkat az dtlagos
hidrofobicitas-abszolit dtlagos nettd toltés sikon helyezziik el, a rendezett és a rendezetlen szek-
venciak 4ltal elfoglalt részsikok atfednek. Az atfed6 zonat alkonyzondnak nevezziik.

HP és HPN szekvencidkat vizsgdltunk abbdl a célbdl, hogy megvizsgdljuk, hogyan fiigg a
lanchosszisagtol az alkonyzona szélessége. HP szekvencidk esetében 4—23 lancmonomer hosszu-
sdgig az 0sszes lehetséges szekvencidt megvizsgaltuk, és minden szekvencia esetén enumeracio-
val meghataroztuk az alapéllapot energidjat. Harminc, negyven és 6tven lancmonomer hosszuisa-
gt ldncok esetén pedig mintavételeztiik a szekvenciateret, és minden szekvencia esetén az alapdl-
lapoti energiat Metropolis—Hastings Markov-lanc Monte Carlo mddszer segitségével becsiiltiik.
HPN szekvencidk esetén 4-20 ldancmonomer hosszisdgig enumerdcidval hatdroztuk meg az alap-
allapoti energidkat, 14 lancmonomer hosszisdgig az 6sszes lehetséges szekvencidra, hosszabb
lancokra pedig a szekvenciatér mintavételezésével kapott szekvencidkra. Szintén mintavételez-
tilk a 30, 40 és 50 ldncmonomer hosszisdgu ldncok szekvenciaterét, és a kapott szekvencidk
alapallapoti energidit Monte Carlo szimulacio segitségével becsiiltiik.

Azt a lancot tekintettiik rendezetlennek, amelynek az egy ldncmonomerre es6 alapallapoti
energidja nagyobb volt egy elére meghatdrozott értéknél, ami a mi esetiinkben 0,3 volt. Mind
a HP, mind a HPN modellek esetén egy lanchosszisagfiiggd kontaktusenergi alpjn szamitottuk
az alapallapotok energidit. HP modellek esetében az atlagos hidrofobicitds, mig HPN modellek
esetében az atlagos hidrofobicitds és az abszolidt dtlagos nettd toltés fliggvényében vizsgaltuk
a rendezetlen szekvencidk részaranyat, és megvizsgaltuk, hogy milyen széles az alkonyzona,
azaz az a tartomdny, ahol a rendezetlen szekvencidk ardnya 0,2 és 0,8 kozott van. A 6] és a
abrak mutatjdk az eredményeket. JOl latszik, hogy az alkonyzdna szélessége a lanchosszisig
novekedésével csokken. Lanchosszisagtol fiiggd kontaktusenergia segitségével az is elérheto,
hogy az alkonyzdna pozicidja ne védltozzon a HP és a HPN modellek esetében, ahogy azt valdédi
fehérjék esetében lathatjuk a[8] dbran [43].

A dimerképz8dés szempontjdbdl az alkonyzoéna szélességének azért van jelent8sége, mert
nyilvanvald, hogy rendezetlen peptidek rendezett homodimerjeinek képz&désekor azonos ami-
nosavosszetétel mellett a monomer rendezetlen, mig a dimer rendezett, tehit a rendezettséget a
lanchosszisag hatdrozza meg.
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6. dbra. A rendezetlen szekvencidk ardnya az osszes HP szekvencia kozott az dtlagos hidrofobici-
tds és a ldnchossziisdg fiiggvényében, ldnchosszfiiggd kontaktusenergidval szdmolva. A pontokra az
1/ (1 +exp (ax2 +by> +exy+dx+ey+ f )) alakii kétvdltozos négyzetes logisztikus fiiggvényt illesztet-
tiik (amit a szinskdla jelol). Az adatpontok helyét fehér keresztek jelzik.
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7. dbra. A rendezetlen szekvencidk ardnya HPN szekvencidk kozott az dtlagos hidrofobicitds és az ab-
szoliit dtlagos netto toltés fiiggvényében, ldnchosszfiiggd kontaktusenergidval szdmolva. kiilonbozd ldnc-
hosszisdgokra. A pontokra az 1/ (1 +exp (ax2 +by? +cxy+dx+ey+ f )) alakui fiiggvényt illesztettiik.
A szinskdla megfelel a|§| dbrdn ldthatonak.
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Hydrophobicity per residue
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8. dbra. (A-E) A rendezetlen szekvencidk részardnya valodi fehérjék kozott az dtlagos hidrofobicitds és az
abszoliit dtlagos netto toltés fiiggvényében kiilonbozd ldnchossziisdg-tartomdnyokban (-49, 50-99, 100-
199, 200-299, 300-). A ldnchossziisdg-tartomdnyok rendre 194, 184, 126, 64 és 38 ldncot tartalmaztak;
fele-fele ardnyban rendezett és rendezetlen ldncokat. Az adatokra 1/ (1+exp (ax+ by + c)) alakii kétvdl-
10z0s logisztikus fiiggvényt illesztettiink. A szinskdla megegyezik al6] dbrdn ldthatéval. (F) Az alkonyzona
szélessége a kiilonbozd ldnchosszisdg-tartomdnyba esd ldncok esetén.
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Monte Carlo-szimulaciok

A kérdések megvalaszolasara el6szor Markov-lanc Monte Carlo szimulédcidkat végeztem [ = 4—
10 hosszisdgu, egyedi dimer alapallapottal rendelkez6 ldncokra. A szimuldcidkat a felgombo-
lyodasi hémérsékleten végeztem, amit gy definidltam, mint az a hémérséklet, ahol a nativ alla-
pot valészintisége 0,5. A dimerek lehetséges dllapotait a monomer ldncok felgombolyodottsaga
alapjan csoportositottam. Figyelemmel kisértem a szimul4ci6 sordn az egyes csoportok koncent-
récidit és azt osszevetettem az egyensulyi értékekkel. Megfigyeltem, hogy derék szekvencidk
esetén, tehat amikor a lanc dimer alapéllapotbeli konformaciéja a monomernek is alapallapota,
az az allapot, amelyben egy nativ és egy nemnativ konforméciéju lanc van jelen, az egyensilyi
értékéhez képest dtmenetileg felhalmozodik (1dsd [0} dbra). Ez arra utalt, hogy egy aszimmetrikus
koztes allapot alakul ki a dimerképz6dés soran, amelyben a két lanc koziil az egyik mar a nativ
konformdcidban van. Mds koztes dllapotok esetén ilyen felddsuldst nem tapasztaltam.

0.1

0 ;
0 1let+06 2et+06 3et+06 4et+06 5et+06

t/ 1épés

9. dbra. A PHPPHPPPPH szekvencidjii ldnc dimerképzddésének kinetikai gorbéi. Az U + U dllapotban
mindkét ldnc denaturdlt dllapotban van, az U + N dllapotban az egyik ldnc nativ, a mdsik denaturdlt
dllapotban van, mig az N + N dllapotban mindkét ldnc a nativ konformdcioban. Az N, dllapot a nativ
dimert jeloli. |....] a pillanatnyi koncentrdcickat jeloli, mig [.. .|, az egyensiilyi koncentrdcidt.

A szimulacidk segitségével egy atfogd képet kaptam a dimerképzddés folyamatardl, de nem
voltak alkalmasak arra, hogy a folyamatok részletes leirdsat adjam a segitségiikkel. Abbdl a cél-
bél, hogy a dimerképzddés részletes mechanizmusat foltarjam, folépitettem a rendszer teljes
allapothal6zatat, amit a szimul4cid sordn csak mintavételeztem. A teljes hal6zat felépitéséhez az

Osszes allapotot €s a koztiik 1év6 dtmeneteket is egyszerre kell tarolni a szdmitégép memoridja-
ban. Ez azonban csak nagyon révid lancokra lehetséges.

A vizsgalatba bevont szekvenciak kivalasztasa

A vizsgélat célja fehérje homodimerek képz6dési mechanizmusdnak vizsgalata volt, kiillonds te-
kintettel arra, hogyan képeznek rendezetlen peptidek rendezett komplexet. Megkerestem tehat
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azokat a HP szekvencidkat, amelyek dimer alapéllapota egyedi, azaz — a modell tulajdonsdgai-
bdl ered6 szimmetridktdl eltekintve — a legalacsonyabb energiaszinten egyetlen dllapot talalhato.
Enumericidval / = 4-8 lanchosszisdgig meghatdroztam minden egyes HP szekvencia esetén
a dimer alapdllapotat és annak energidjat, és ezek koziil kivdlogattam azokat, amelyek egye-
di alapdllapottal rendelkeznek. Ezek kozott a szekvencidk kozott vannak olyanok, amelyeknek
monomer alapallapotban is egyedi az alapallapotuk, a tobbségre azonban a monomer alapélla-
potdnak degeneraltsiga jellemzd. A szekvencidkat csoportositottam aszerint is, hogy a lancok
nativ dimerbeli konformdcidja a monomernek is alapéllapoti konformacidja-e. Az [I] tébldzat
az igy kivélasztott szekvencidkat mutatja, a monomer alapdllapotok szdmadval egyiitt. A t4bla-
zatban feltiinettem, hogy az adott szekvencia derék vagy nem derék, ill. azt is, ha az alapdllapot
aszimmetrikus. Aszimmetrikus alapallapotd szekvencidk esetében az egyik konformacié minden
esetben a monomernek is alapéllapota. A[I0] dbra a megfelel6 dimerek alapdllapotait mutatja.

Szekvencia A monomer alapéllapotainak szima Derék—nem derék—aszimmetrikus
HPPH 1 derék
HHPHH 1 derék
PHPPHP 3 derék
HPPHPHH 2 derék
HHHHHPH 3 aszimmetrikus
PHPPPHP 5 derék
HHPPHPH 1 nem derék
PHPHPPHP 2 nem derék
HHPHPPHP 3 derék
PHPPPPHP 5 derék
HPPHPPHP 2 derék
HHHHHPHP 6 aszimmetrikus
HHPHHPHH 3 derék

1. tdblazat. Az egyedi dimer alapdllapottal rendelkezd, | = 4—10 hossziisdgu szekvencidk és a monomereik
alapdllapotainak szdma.

A megfelel6 mozgaskészlet kKivalasztasa

A Markov-lanc Monte Carlo médszerekben sziikséges definidlni az 4llapotok kozotti dtmene-
teket. A lehetséges atmeneteknek ezt a halmazat mozgaskészletnek nevezziik. Négyzetracsmo-
dellekre tobbféle mozgaskészletet definidltak. Ilyen mozgdskészlet pl. az angol terminoldgidban
,.k-bead move”-nak nevezett mozgaskészlet, ahol egy elére meghatdrozott k szamu lancmonomer
pozicidja valtozik meg egyetlen mozgés soran [109]], azonban ez a mozgaskészlet hosszii lancok-
ra nem ergodikus [110l]. Az Gn. konyokmozgds (,,pivot move”) sordn egyetlen kivalasztott lanc-
monomer koriil végziink elforgatast [111} [112]. A kdnyokmozgds ergodikus, de hatranya, hogy
kompakt konformacidk esetén az elfogaddsi ardny nagyon alacsony [1111 [113]]. Alapvetden el-
tér6 modszer a kotés-atrendezés (,,bond-rebridging”) [114], amelyre ugyan magas az elfogadési
ardny, viszont nem ergodikus [[113].

Lesh és munkatarsai 2003-ban publikaltdk ,,pull moves” nevii Monte Carlo mozgaskészle-
tilket [98]. A mozgaskészletet bevezetd cikkben adnak egy bizonyitdst a mozgaskészlet rever-
zibilitdsara. A bizonyitds a kovetkez6. Ha a mozgds egy vagy két lancmonomer poziciéjanak
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10. dbra. Az egyedi dimer alapdllapottal rendelkezd szekvencidk alapdllapotai.

megvaltozdsdval jdr, a reverzibilitds trividlis (IT} dbra), ezért vizsgaljuk azokat az eseteket, ahol
legaldbb harom lancmonomer keriil 4j pozicidba.

Minden, legalabb harom ldancmonomert érinté mozgas egy olyan huroknak a létrejottével jar,
ahol a lanc a négyzetracs egy celldjat hdrom oldalrél kdrbeveszi. Vegyiik most el6szor azt az ese-
tet, amikor a mozgas a lancvég elérése elott véget ér. Ekkor egy ugyanolyan hurok megsziinik,
mint ami a mozgés kezdetekor a ldnc egy masik részén 1étrejott. A megsziing és a képz6dd hurok
kozotti részen a négyzetracs ugyanazon pozicidi lesznek foglaltak a kiindulési és a végkonfor-
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=t 1=

11. abra. Egy és két lancmonomert érintd mozgdsok. Konnyen beldthato, hogy mindkét mozgdstipus re-
verzibilis.

mdciéban. Ha most azt a mozg4st tekintjiik, ami 1étrehozza azt a hurkot, amit a fenti mozgds
megsziintetett, akkor, mikdzben a kdzbeesd részeket szintén valtozatlanul hagyja, a fenti mozgds
altal 1étrehozott hurkot sziinteti meg és ezzel a mozgas azon a ponton be is fejezddik (a) ab-
ra). Ha az eredeti mozgds elérte a lanc végét (legyen most ez az n-dik lancmonomer), akkor az
n-dik és az n — 1-dik lancmonomerekkel kezd6d6 végmozgas visszadllitja az eredeti konforma-
ciét (12 (b) dbra) [98].
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12. &dbra. Legaldbb hdrom ldncmonomer poziciojdnak megvdltozdsdval jaré mozgdsok. Fekete szinnel van
dbrdzolva a kiinduldsi konformdcio, kék szaggatottal a végkonformdcio. Azok a poziciok, amiket a piros
élek kotnek ossze, mind a kiinduldsi, mind a végkonformdcioban foglaltak. (a) Mozgds, ami nem vdltoz-
tatjia meg a ldncvégi ldncmonomer poziciojdat. (b) Mozgds, ami a ldncvégi ldncmonomer poziciojdnak
megvdltoztatdsdval jdr.

A cikkben adott bizonyitds azonban nem tér ki a végmozgasok reverzibilitdsara. Tekintsiik
most az 1 és 2 lancmonomereket érintd olyan végmozgast, ahol a C pozicidé szomszédos az x,
pozicidval, tehat az x|, xp, L és C pozicidk egy négyzet négy sarkdn helyezkednek el. Ekkor
kezdjiik el az ellentétes irdnyud mozgést, tigy, hogy az eredeti mozgés 1épéseinek forditottjat hajt-
juk végre forditott sorrendben. Mivel az x/, pozicié szomszédos az x| poziciéval, mikor elérjiik
a mozgds sordn az x} poziciét, egy érvényes konforméciot kapunk, tehdt a mozgds ledll. Ebbdl
kifoly6lag azonban az 1 sorszdmu ldncmonomer nem keriil vissza az eredeti pozicidjaba, tehat
a végmozgds nem volt reverzibilis (T3] dbra) [100].

Most vizsgaljuk meg milyen kovetkezménye van ennek az irreverzibilitdsnak. Markov-l1dnc
Monte Carlo szimuldciékban tetszéleges i — j dtmenet valdszinlisége aranyos az a priori val6-
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i

13. dbra. Az irreverzibilis végmozgds [|100].

szinliségek hanyadosdval, azaz

p
Pij < —5- (38)
Dij
Az atmenet a priori valészintisége:
ap _ Mij
Dij = — (39)
n;

ahol n;; az i allapotbdl kiinduld, a j allapotot létrehozo lehetséges mozgdsok szama, n; pedig az
0sszes, az i csticsbdl kiinduld lehetséges mozgas szdma. Ha egy mozgas irreverzibilis tigy, hogy
nji = 0 (ez a helyzet az irreverzibilis végmozgasok esetében), akkor p;; nulla lesz €s a mozgast
soha nem fogadjuk el a szimul4ci6 sordn. Ekkor a szamitas ugyan korrekt eredményre vezet, de
a sziikségesnél tobb CPU idét kell folhasznalni.

Az algoritmus implementdcija sordn azonban a (38) egyenlet egy egyszerisitett alakja is
haszndlhat6. Ha feltételezziik, hogy a mozgéskészlet reverzibilis, ahogy azt a [115} 116, [114]
tanulmanyokban teszik, akkor

nij = Nji, (40)
és (B8)-bdl
ni
Dij &< — (41)
nj

lesz.

Ha azonban a mozgdskészlet irreverzibilis, akkor (#0) nem lesz érvényes és az irreverzibilis
mozgdsok valdszintisége nullatdl eltérd lesz, ami nem megfelel6 mintavételezéshez vezet.

Wang — Landau szimulacié segitségével becsiiltiik egy [ = 20 hosszisagu kétdimenziés HP
monomer allapotsiiriség-fiiggvényét abbdl a célbdl, hogy megvizsgaljuk mi a hatdsa, ha figyel-
men kiviill hagyjuk az irreverzibilitast. Elvégeztiikk a szimulaciét dgy, hogy megengedtiik, ill.
nem engedtiik meg az irreverzibilis mozgasokat, és ezeket Gsszevetettiik az enumerécidval ka-
pott egzakt értékekkel. Az eredményeket a [14] dbra mutatja. Ahogy az dbra mutatja, hogy ha
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14. &bra. A HPHPPHHPHPPHPHHPPHPH kétdimenzios 20mer [118|] normdlt dllapotsiiriiség-fiiggvény
(gnorm (E)) logaritmusa 50 Wang — Landau szimuldcio drlagdbdl szamolva reverzibilis ill. irreverzibilis
mozgdskészletet alkalmazva, valamint egzakt enumerdciobol.

megengedjiik az irreverzibilis mozgdsokat, akkor a médszer szignifikdnsan alulbecsiili a leg-
tobb allapotsiirtiséget, kiillonosen az alacsony energidk esetében. Hasonld, bar kevésbé kifejezett
eredményt kaptunk hdrom kordbban mar vizsgalt szekvencia [[116} 117, [118]]: egy kétdimenzids
64mer, egy haromdimenziés 103mer és egy 18mer homopolimer vizsgélatakor.

A legmegfelelobb energiafiiggvény Kivalasztasa

Ha egy rendszert statisztikus termodinamikai szempontbdl kivanunk jellemezni, elengedhetetlen
ismerni a rendszer dllapotainak energidjit. Egy olyan nagyon leegyszersitett modellnél, mint
a kétdimenziés HP négyzetracsmodell, egyéltalan nem trividlis, hogy milyen energiafiiggvény
segitségével jellemezziik az egyes éllapotokat. A j6 energiafiiggvénynek meg kell felelnie néhdny
gyakorlati kritériumnak:

e arendszer kell6en nagyszami energiaszinttel rendelkezzen, de lehetSleg kevesebbel, mint
a mikroédllapotok szdma

e az egyedi alapallapottal rendelkezé szekvencidk szama minél nagyobb legyen

e legaldbb a szekvencidk egy része konnyen felgombolyodé legyen, ami kapcsolatba hozha-
t6 az adott szekvencia (kalorimetrikus) kétallapotisagédval. A kalorimetrikus kétallapotud-
sdg gyakran megfigyelhetd kisméretd fehérjéknél [119] .

Célunk az volt, hogy egy olyan energiafiiggvényt definidljunk, ami lehetSleg teljesiti a fenti

Osszes kritériumot.

Minél nagyobb az energiaszintek szdma, az energiafelszin anndl simabb lesz, és forditva,
kevés energiaszint kevéssé sima energiafelszint hoz 1étre. Minél simdbb az energiafelszin, a fel-
gombolyodds anndl gyorsabban megy végbe, ami a valds fehérjék esetében bioldgiai kényszer.
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Az egyedi alapéllapot megfelel az Anfinsen-dogménak, azaz hogy egy fehérje denaturécio
utdn mindig ugyanabba az dllapotaba tér vissza, mégpedig az allapotok koziil a legalacsonyabb
szabadenergidjiba. Rendezetlen fehérjék esetén is gyakran megfigyelték, hogy valamilyen part-
nerhez valé kotédés soran a szabad allapotban rendezetlen lanc a kotédés soran rendezett szer-
kezetet vesz fel [25]], tehat a komplex alapéllapota egyedinek tekinthetd akkor is, ha a komplexet
alkoto lancok alapéllapotai dnmagukban nem is azok.

A [87]-ben definialt, szomszédsag alapu energiafiiggvénynek van néhany hatranya. El6szor
is az energiaszintek szdma kicsi. Gyakori, hogy akdr egy tiz lancmonomer hosszu, egyedi alap-
allapotu szekvencia is minddssze négy energiaszinttel rendelkezik, mikdzben a monomer le-
hetséges konformacidinak a szdma 2034 (pl. PHPPHPHHH). Ha a 4-8 lancmonomer kozotti
szekvenciakat vizsgaljuk, azoknak a szekvencidknak a szama, ahol a dimer alapallapota egyedi,
mindossze tizenegy (ha azokat a szekvencidkat egynek szdmitjuk, ahol a két ldnc szekvencidja
azonos, csak ellentétes irdnyban). A van’t Hoff és a kalorimetrikus entalpia ardnya még a Go-
potencidl [66] alkalmazdsa és a HP+ [[120] energiafiiggvény hasznélata esetén is joval 1 alatt
marad [119]].

Kiilonboz6 energiafiiggvények Osszehasonlité elemzését végeztem el monomer lancokon,
hogy olyan energiafiiggvényt taldljak, amely lehetSleg kielégiti a viszonylag sok energiaszint,
a sok egyedi alapdllapot és a gyors felgombolyodds kritériumait.

Tavolsagfiiggo energiafiiggvény

Els6 kisérletként a szomszédsag alapu energiafiiggvény helyett egy olyan tdvolsagfiiggd ener-
giafiiggvényt vezettiink be, ahol minden olyan H-H ldncmonomerpar hozzajarul az 6sszenergi-
dhoz, amelyek a szekvencia mentén nem szomszédosak. Egy ilyen adott H-H ldncmonomerpar
energiahozzdjaruldsa tavolsdguk valamilyen hatvanyaval aranyos. Monomer esetén tehat egy I"
konforméci6 energidja:

1
EM)=¢ Y ——ahij (42)
ahol € < 0 a kdlcsonhatési energia, és

1 hasi:Héss,-:H
Aij = ' ; (43)

0 egyébként

ahol d; ; az i-edik €s a j-edik ldncmonomer euklideszi tdvolsdga, a a tdvolsagfiiggés hatvanyki-
tevGje, és s = (s1,52...57) a szekvencia.
Tetszbleges n szamui monomerbdl all6 rendszer adott I' dllapotanak energidja pedig:
w 1

1
E(F) =& Z d: . aAika + Z Z WAikv.jm ) (44)
k=1ig,jr>ix+1 ( Lm/) ki, jm ( 17/)

ahol i, j, jm rendre a k-adik l4nc i-edik, a k-adik lanc j-edik és az m-edik lanc j-edik ldncmo-
nomerét jeloli.

»Klaszter” energiafiiggvény

Nevezziik H-H klaszternek azon hidroféb monomerek halmazit a négyzetracson, amelynek min-
den eleme elérhet6 minden mdsikbdl szomszédsagi kontaktusokon keresztiil (beleértve most
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a lanckontaktust is). Ezutdn a klaszter — a lanc mentén nem szomszédos — tagjai kozott kiszamit-
juk a kolcsonhatasi energia értékét a tavolsagfiiggd energiafiiggvény szerint.

Ha elemezziik az energiafiiggvényt, lathatjuk, hogy kéttagi klaszter esetén a klaszterhez tar-
toz6 energia megegyezik a szomszédsag alapu energiafiiggvénnyel kapott energidval. Ha a klasz-
ter valamelyik tagjdnak szomszédsdgdba egy harmadik hidroféb ldncmonomer keriil, akkor a
szomszédsag alapu energiafiiggvénnyel kapott energidhoz hozzdadddik a nem szomszédos lanc-
monomerek kozotti tavolsagfiiggd energiatag. A tavolsagfiiggd energiafiiggvény esetében, ahogy
két hidroféb lancmonomer kozeledik egymdashoz, a kdlcsonhatési energia fokozatosan csokken.
Az Uj energiafiiggvényben ezek a tagok csak akkor adddnak a teljes dllapot energidjdhoz, ha az
adott ldancmonomerek azonos klaszterbe keriilnek.

Négyzetes diagonalis energiafiiggvény

Induljunk ki a tdvolsagfiiggs energiafiiggvénybdl, de csak azokhoz a H-H péarokhoz rendeljiink
nullatdl kiilonboz6 energidt a fent definidlt tdvolsagfiiggd energiafiiggvény szerint, amelyeknek
d euklideszi tdvolsdgara érvényes a

d><2 (45)

Osszefiiggés.
Miutén az 0sszes relevans H-H parra kapott energidkat 0sszegzem, az 6sszeg abszolut értékét
négyzetre emelem, és a négyzet ellentettjét veszem.

Az energiafiiggvények dsszevetése

A tavolsagfiiggs energiafiiggvény nyilvanvald elénye a szomszédsag alapival szemben az, hogy
mind az energiaszintek, mind az egyedi alapéllapottal rendelkezé szekvencidk szdma jéval na-
gyobb. Az energiafiiggvény azonban additiv, ezért nem varhato t6le kooperativ viselkedés [[119].
A vizsgalatok azt mutattak, hogy meglepé médon még a szomszédsag alapu energiafiiggvénynél
is kevésbé mutatja a kétallapotd kooperativitést.

A szomszédsag alapi €s a tavolsagfiiggd energiafiiggvényt kombindlva definidltuk a klaszter
energiafiiggvényt. A klaszter energiafiiggvény sajatsdga, hogy minél nagyobb méretd egy klasz-
ter, anndl alacsonyabb (nagyobb negativ érték) az egy kontaktusra jut6 kdlcsonhatési energia. Ha
példaul nyolc hidroféb lancmonomer két, egyenként négy hidroféb lancmonomerbdl 4ll6 klasz-
terbe csoportosul, a kdlcsonhatdsi energia magasabb lesz, mintha ezt a két klasztert egyetlen,
nyolc ldncmonomerbdl 4ll6 klaszterbe egyesitenénk. A varakozdsainkkal ellentétben a klaszter
energiafiiggvény, bar bizonyos szekvencidk esetén novelte a AH,y/AH,, ardnyt, nem javitotta
Iényegesen a termodinamikai kétallapotisagot, annak ellenére, hogy jelentésen nétt az allapotok
energidi és a nativ dllapottdl valé tavolsagaik kozotti korrelacié (az eredményeket nem mutatjuk).

Igazén kétéllapotd kooperativitdst a négyzetes diagondlis energiafiiggvény bevezetésével ér-
tiink el. Ismert, hogy azok a heteropolimer-modellek mutatnak kétallapotd kooperativitést, ahol
az alapéllapot energidja és a denaturdlt dllapot atlagos energidja kozotti energiarés nagy a de-
naturdlt dllapotok energidinak szérdsdhoz viszonyitva, ami nem érhetd el additiv energiafiigg-
vény hasznalataval [[119]. A négyzetes diagonalis energiafiiggvény szerint egy allapot energidja-
nak abszolt értéke a linedrisndl gyorsabban névekszik a kontaktusok szdmédnak ndvekedésével.
Az energiafiiggvénnyel minden szekvencidra 1-hez kozeli (vagy 1-et meghalad6) AHyy/AHcq
ardnyt kaptunk. Mivel a vizsgdlt energiafiiggvények koziil egyediil a négyzetes diagondlis ener-
giafiiggvényre jellemz6 a kalorimetrikus kétallapotisag, é€s mivel az energiafiiggvény tovabbra
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Szekvencia AHyu/AHc)
Klaszter szomszédsdg alapi Tévolsagfiiggd Négyzetes diagonalis

HHPHH 0,71 0,82 1,01
HHPPH 0,68 0,74 1,01
HPPHH 0,68 0,74 1,01
HPHPHH 0,82 0,76 0,71 0.90
HHPPHH 0,62 0,82 0,76 1.00
HHHPPH 0,62 0,78 0,74 0.96
HHPHPH 0,82 0,78 0,71 0.90
HPPHHH 0,62 0,78 0,74 0.96
HPHPPH 0,88 0,78 0,76 0.96
HPPHPH 0,88 0,78 0,76 0.96
HHPHPHH 0,22 0,35

HPPHPPH 0,49 0,51 0.89
HHHHHHH 0,20 0,20

HPHPHHH 0,78 0,71 0,70 0.91
HHHPPHP 0,54 0,71 0,67 0.94
PHPPHHH 0,54 0,71 0,67 0.94
PHHPHPH 0,77 0,71 0,64 0.86
HHHPHHH 0,28 0,39 0.63
HPHPPHH 0,81 0,71 0,64 0.90
PHPPHPH 0,84 0,71 0,70 0.93
HPHPHHP 0,77 0,71 0,64 0.86
HPHPPHP 0,84 0,71 0,70 0.93
HHHPHPH 0,78 0,71 0,70 0.91
HHPPHPH 0,81 0,71 0,64 0.90

2. tablazat. Van’t Hoff AH,y és kalorimetrikus AH.q, entalpia hdnyadosa kiilonbozd energiafiiggvények
haszndlata esetén egyedi alapdllapoti, | = 5-8 hossziisdgii szekvencidk monomerjeire.

is rendelkezik azzal a tulajdonsdggal, hogy nem tartalmaz az alapallapot szerkezetére vonatko-
z6 informaciot, a tovabbi szamolasokhoz a négyzetes diagonalis energiafiiggvényt hasznéaltam.
A kiilonboz6 energiafiiggvényekre szamitott AHyy /AH., értékeket a tdbldzat mutatja.

A négyzetracsmodell szimmetriai

A HP modellben, annak jellegébdl fakadéan bizonyos konformdcidk szimmetriaviszonyban all-
nak egymdssal. A legegyszer(ibb ilyen viszony, a tiikorképi viszony dbra), azaz az egyik
konformacié a masiknak tiikkorképi parja. Mér ez az egy szimmetria is azt okozza, hogy az alap-
allapot degenerdlt lesz, hiszen az egymdssal tiikorképi viszonyban &4ll6 konformécidk azonos
energidjuak lesznek. Ha az adott ldnc szekvencidja palindrom, akkor a két kiilonb6z6 irdnyd
lanclefutds szintén megkiilonboztethetetlen egymadstdl (16 dbra). Dimerek esetében a ldncok
felcserélhet6sége djabb egymassal egyenértékli konformécidparokat definiél abra).

A szimmetridk kezelését — egy erre a célra irt program segitségével — a kovetkezéképpen ol-
dottam meg: generdltam a monomer ldncra az dsszes lehetséges onelkeriilé konforméciét. Mind-
két lanc kezd6pontjat a 2 - [ oldalhosszisagu, négyzet alakii doboz 6sszes lehetséges pozicijaba
helyeztem, valamint mindkét 1dnc kezd6vektorat mind a négy lehetséges irdnyba forgattam. Az
eljarassal megkaptam a rendszer Osszes lehetséges allapotat. Az Gsszes dllapotot a ab-
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12 S

15. abra. HP dllapotok tiikorképi szimmetridja.

16. abra. A szekvencia palindromitdsdabol szdrmazo szimmetria.

rdn bemutatott szimmetriatranszformacidk segitségével egy olyan egységesitett dllapotba alaki-
tottam at, hogy az elsd lanc kezdGpontja a (0, 0) poziciéban legyen, a kezd6vektora az (1, 0)
vektor legyen, és az els6 olyan belsé lancmonomernél, ahol a lanc nem egyenesen folytatédik,
jobbra forduljon. A kapott egységesitett dllapotok mindegyike egy konformdcidparral jellemez-
heté. Meghataroztam azoknak az 4llapotoknak a szamat, amelyeket az adott konformdacidpérral
jellemezhetd egységesitett dllapotba alakitottam at, és — mint a konformaciépar multiplicitasat —
folhaszndltam egy dllapot (szabad)energidjanak kiszamitasdban.

Kétrétegii allapothalézat modell

Az alapmodellben a két ldncot egy 2 - I oldalhosszisdgu, négyzet alaki dobozban helyeztem el.
Ez azt jelenti, hogy egy [ = 10 hossziisdgu lanc esetén minden konformécidpérra ~ 100 kiilon-
boz6 elhelyezkedés lehetséges (ha az egyik lanc kezd6pontjat az origdba helyezziik és a masik
kezd6pontjat az Osszes lehetséges rdcspontra viszem — a szimmetridk miatt ezt megtehetem).
Minden ilyen elhelyezkedés esetén a masodik lanc 4 kiilonb6z6 orientdciéban allhat a masik
lanchoz képest. Ez nagymértékben megnoveli az dllapotok szdmat és igy az dllapothdlézat mé-
retét is.

Minden allapotnak a két 1dnc konformdciéjan kiviil az egyik legfontosabb — és mivel a vizs-
galatunk az asszocidltsdg és a felgombolyodas kapcsolatdra fokuszal, ebbdl a szempontbdl leg-
fontosabb — sajdtsaga, hogy a két 1dnc asszocidlt dllapotban van-e. Asszocidlt dllapotnak tekintjiik

S

17. abra. A ldncok felcserélhetdségébdl adodo szimmetria.
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18. abra. A HPPH szekvencia kétrétegii modellje (balra) és az asszocidlt dllapotok (jobbra). A bal oldali
dbrdn piros szinnel vannak jelolve az asszocidlt dllapotok, zolddel a disszocidlt dllapotok, a nativ dllapot
pedig kék szinnel.

a két lancot, ha van legaldbb egy olyan ldncmonomerpér, amely par tagjai kiillonboz6 lanc részei
és egymads mellett helyezkednek el a racson.

Olyan halézatmodellt vezettiink be tehét dbra), ami ezeket a sajatsdgokat veszi elsddle-
gesen figyelembe. Az tn. kétrétegii modellben minden konformaciéparhoz két allapot tartozik:
egy asszocidlt és egy disszocidlt.

Tegyiik fel most, hogy a lancok diffiziés mozgasahoz sziikséges id6 elhanyagolhat6 a kon-
forméaciés mozgasokhoz sziikséges id6hoz képest, €s tigy tekintjiik, mintha a rendszer az asszo-
ciélt allapotok koziil csak a legalacsonyabb energidju allapotban tartézkodna.

Két asszocidlt dllapot koz¢ akkor hizunk élt, ha 1étezik olyan mozgds a mozgaskészletben,
ami az egyik asszocidlt dllapotot atviszi egy mdésik asszocidlt dllapotba. Ha csak olyan mozgés
l1étezik, amely az asszocialt allapotot egy masik konforméaciopar olyan dllapotdba viszi at, amely
annak nem asszocidlt dllapota, akkor a két konformdciéparnak megfeleld disszocidlt dllapotokat
kotjiik ossze, ami megfelel annak, hogy a két lanc el8szor disszocidl, bekovetkezik a konfor-
mécidvaltozds, majd djra kotddnek. Minden konformdacidparhoz tartozé asszocidlt és disszocidlt
allapotok 0ssze vannak kotve egymassal.

A szdmitdsokat a kétréteg(i 4llapothélézatot reprezentdld T dtmeneti métrix segitségével vé-
geztiik. Az dtmeneti matrix T;;-edik elemét a

min (I,Z—; ~e*(Ef'*E")/kBT) /ni, hai# j

1—2Tika hal:.]
k#i

T = (46)

egyenlet adja meg, ahol n; és n; rendre az i-edik és j-edik dllapotbdl kiindul6 élek szdma, E;
€s E; az i-edik és j-edik dllapot energidja, kg a Boltzmann-alland6 €s T' a hGmérséklet, amit
a Monte Carlo-szimuldciékhoz hasonléan tigy allitottuk be, hogy a nativ allapot valészintisége
0,5 legyen.

Vizsgalatainkat alapvetden kétféle koncepcid szerint végeztiik. Az egyik koncepci6 az volt,
hogy valamilyen — a kérdésfeltevés szempontjabdl relevins — mezodllapotokatﬂ (a mezodlla-

ZMezodllapotnak nevezem mikrodllapotok barmilyen halmazat, amely a rendszernek nem makrodllapota.

47



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2015.002

potoknak ezt a tipusat eldre definidlt mezodllapotoknak nevezem) definidltunk, megfigyelhetd
paraméterek segitségével, a modell felépitésétdl fiiggetleniil, €s a mikrodllapotok mindegyikét
ezen eldre definidlt mezodllapotok valamelyikébe soroltuk. Ezek utdn vizsgéltuk az egyes el6re
definialt mezodllapotok kozotti dtmeneteket, azok sebességi egyiitthatéit €s fluxusait. A masik
koncepci6 szerinti vizsgdlat sordn a mezodllapotok elkiilonitésére nem vittiink be nkényes in-
forméciot, hanem maganak a modellnek a belsé kinetikai struktdrajét tartuk fel.

A Kétrétegii modell elemzése elore definialt allapotok segitségével

Mivel a kutatds a rendezetlen fehérjék kapcsolt felgombolyodas—kotédésére iranyult, célszert
volt valamilyen, a lancok felgombolyodottsdgat és asszocidltsdgot kifejezd paramétert defini-
alni. A mikrodllapotokat a 1dncok felgombolyodottsdgi és asszocidcids paraméterei szerint kii-
16nb6z6 mikrodllapotokba soroltuk. A legtobb szamitdsban az egyszer(iség kedvéért kétallapoti
paramétereket hasznéltunk. Ebben az esetben a mikroéllapotokat a kovetkezd hat mezoallapot
valamelyikébe soroltuk (ahol az ,,u” és ,,f” rendre a denaturdlt 4llapotot és a nativ allapotbeli
konformacids allapotot jeloli, mig a ,,d” és ,,a” rendre a disszocidlt és az asszocialt allapotot):

e udu: egyik lanc sincs a nativ konformdciéban és nincs kozottiik kontaktus

uau: egyik lanc sincs a nativ konforméciéban és van kozottiik kontaktus

fdu: pontosan az egyik lanc a nativ konforméciéban van és nincs a ldncok k6zott kontaktus

fau: pontosan az egyik lanc a nativ konformaciéban van és van kontaktus a lancok kozott

fd f: mindkét lanc a nativ konforméciéban van és nincs kozottiik kontaktus

faf: mindkét lanc a nativ konformdciéban van és van kozottilkk kontaktus, ami a nativ
dimer .

Az uau és a fau éllapotokat tovabbi két-két részre osztottam aszerint, hogy az adott asszocialt
mikrodllapotbdl elérhetd-e a nativ dllapot kizdrdlag asszocialt dllapotokon keresztiil, vagy sziik-
ség van legaldbb egy disszocidcids 1épésre. Ezek alapjan tehat az uau és a fau helyett a kdvetkezd
négy 4llapot valamelyikébe soroltam a megfelelé mikrodllapotokat

e uaun és faun: a nativ allapot elérhetd kizarélag asszocialt allapotokon keresztiil
e uaud és faud: a nativ allapot csak disszocidlt dllapot(ok)on keresztiil érhet6 el .

A fenti nyolc éllapot segitségével felrajzolhat6 a komplex kialakuldsdnak kinetikai sémdja.
Az uaud és a faud mezodllapothoz nem minden szekvencia esetében tartoznak mikroallapotok.
A nyolc dllapot segitségével definidlt kinetikai sémét a[19] dbra mutatja.

Merev dokkolds, indukdlt felgombolyodds, konformdciokivdlasztds

Aszerint, hogy a kbt6déskor az egyes kotdpartnerek milyen felgombolyodottsagi allapotban van-
nak, hdrom dimerképz&dési mechanizmus kiilonithetd el. Indukélt felgombolyoddsnak, tehat
ahol mindkét lanc a kot6dés hatdsara veszi fel a nativ konformaciéjat, tekinthetd az az eset,
amikor két denaturdlt ldnc kapcsolddik dssze. Abban az esetben, amikor a kotddéskor az egyik
lanc mar a nativ dimerbeli konformaciéban van, a masik viszont még denaturalt dllapotban, habar
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uaud = faud

I

udu == fdu == fdf

uaun ==faun == faf

19. dbra. A kétrétegii dllapothdlozatra az dltalunk elGre definidlt mezodllapotok segitségével felirt kinetikai
séma.

a késdbbiek sordn indukalt felgombolyodds is végbemehet, a kezdeti 1épés egy konformacioki-
valasztasi 1épés. Amikor két, a nativ dimerbeli konformdacidjaban 1év6 lanc kapcsolddik, merev
dokkoldsrél beszélhetiink.

Azt, hogy az egyes mechanizmusok mekkora szerepet jatszanak a dimer kialakuldsdban, az
egyes mechanizmusok szerinti Gtvonalakon atfoly6 fluxusok kiszdmitdsdval lehet meghatdrozni.
Mivel a mechanizmusok a monomereknek a kotédés pillanatdban megfigyelhet6 felgombolyo-
dottsagi allapotatdl fiiggenek, a két réteget 6sszekotd, tehat a kotddési 1€péshez tartozo éleken
atmend fluxust kell kiszamitani, és a fluxusokat 6sszegezni a mezodllapotra vonatkozéan. Nem
minden, a két réteget 6sszekotd élen atfolyo fluxus reaktiv, azaz olyan, hogy a rendszer tjabb
disszocidcié nélkiil jut el a nativ éllapotba.

Annak a kideritésére, hogy a fluxus mekkora hanyada reaktiv, az &tmenetidtvonal-elméletbdl
ismert elkotelez6dési fiiggvényt hivtuk segitségiil. Az dtmenetitdtvonal-elméletben egy tetszble-
gesen definidlt R C S reaktanshalmaz, és egy, a reaktdnshalmazzal 4t nem fed6 P C S, RNP =10
termékhalmazt definidlunk, és minden s € S, s ¢ RU P éllapotra kiszamitjuk, hogy mekkora an-
nak a valdszintisége, hogy s-bdl kiindulva P-be jutunk anélkiil, hogy kézben R-t meglatogatnank.
Az s allapotokhoz ezt a valdszintiséget hozzarendel fliggvényt nevezziik elkotelezodési fiigg-
vénynek. Ha a reaktdnshalmazt igy definidjuk, hogy az legyen a disszocidlt dllapotok halmaza,
a termékhalmazba pedig a nativ allapot tartozzon, akkor az elkotelezddési fiiggvény azt adja
meg, hogy milyen valészintiséggel jut el a rendszer egy asszocidlt, nem nativ allapotbdl a nativ
allapotba anélkiil, hogy kozben disszocidlna a két lanc. Nevezziik az igy definidlt elkotelezddé-
si fiiggvényt asszocidcios elkotelezddési fiiggvénynek. Ha tehét a két réteget sszekotd éleken
az asszocidlt réteg felé folyd fluxusokat megszorozzuk az asszociacioés elkotelezddési fiiggvény
értékével abban az allapotban, ahova az €l fut, akkor megkapjuk az adott élen atfoly6 reaktiv
Sfluxust.
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A merev dokkolas fluxusat a

=Y  pTid, (47)
(ij)efdfx faf

ahol p; az i dllapot pillanatnyi valészintisége, T;; az dtmeneti matrix i-edik sordnak j-edik eleme
€s ¢ pedig az asszocidcios elkotelezddési fiiggvény értéke a j dllapotban.
Ugyanigy az indukalt felgombolyodas fluxusat
fit= Y pilgp (48)

(i,j) Eudux uaun

mig a konformdcidkivalasztds fluxusat

=Y g™ (49)
(i,j)efdux faun

adja meg.

A fent definidlt fluxusok pillanatnyi fluxusok. Azt, hogy melyik mechanizmusnak mekkora
a szerepe a dimerképzd&désben, val6jaban az osszfluxusokkal lehet jellemezni, amit a pillanatnyi
fluxusok id6beli Osszegzésével kapunk. Ha a rendszer egyensilyban, vagy valamilyen steady-
state dllapotban van, akkor a pillanatnyi fluxusok fiiggetlenek az id6tdl, tehat ardnyuk jol jellemzi
az egyes mechanizmusok relativ jelentSségét.

Fluxusok idégorbéi

Induljunk ki a 7 = « homérsékletnek megfeleld val6szintiségi eloszlasbdl. Legyen az n nativ

allapot nyel6 allapot, tehat
0 hai#n
Thi = , 7 (50)
1 hai=n.

és az eloszldsnak megfeleld p valdsziniiségi vektort minden ¢ id6pontban szorozzuk meg jobbrol
az atmeneti matrixszal, tehat

p(t+1)=p()T. (51)

Szamitsuk ki minden 1épésben (7)), (@8)) és (49) alapjan a reaktiv fluxusokat. A harom mechaniz-
musnak megfelel§ reaktiv fluxusokat az id6 fiiggvényében a[20] dbra mutatja. Az dbrén lathatd,
hogy az, hogy melyik mechanizmus a domindns, fligg a szekvenciitdl, és bizonyos esetkben
id6ben is valtozhat. Megfigyelhetd az is, hogy mind a harom mechanizmus lehet dominans.

Azt, hogy egy adott szekvencia esetén melyik mechanizmus domindl, nagyrészt meghaté-
rozza az, hogy az adott szekvencia derék-e vagy sem. Derék szekvencidk esetén, ahol a dimer
alapéllapotbeli konformécié monomer édllapotban is stabil, azt varjuk, hogy vagy a merev dokko-
las vagy a konformdcidkivalasztds a domindns mechanizmus, mig nem derék szekvencidk esetén
éppen azt vérjuk, hogy az indukalt felgombolyodas a legjelentSsebb. A 20] dbrén lathat6 eredmé-
nyek, habar nem tokéletesen, de igazoltdk a varakozdsainkat. A legrovidebb, HPPH szekvencia
esetén idében is valtozik, hogy melyik mechanizmus domindl. A jelenség magyarazata az lehet,
hogy az dllapotok kis szdma miatt az egyes dllapotok relativ pillanatnyi valdszinfiségei rovid id6
alatt nagymértékben képesek megvaltozni, és az dtmeneti val6szintiségek idébeli valtozatlansa-
gai miatt a fluxusok iddbeli valtozdsait a disszocidlt dllapotok relativ valdszintiségeinek idébeli
valtozdsai fogjdk meghatarozni.
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20. abra. Merev dokkolds (x), indukdlt felgombolyodds (x) és konformdciokivdlasztds (x) szerinti pillanat-
nyi fluxusok az idd fiiggvényében.
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Atmenetititvonal-elmélet

A reakcidkinetikai elméletben a reakcidk sebességét leggyakrabban az dtmenetidllapot-elmélet
segitségével szamitottak. Az atmenetidllapot-elmélet azonban csak metastabilis dllapotok kozotti
atmenetek sebességeinek meghatirozdsara alkalmas. Komplex rendszerekben, amelyek viselke-
dése nem kozelithets jol egy kétallapotd rendszer viselkedésével, vagy olyan reakciékban, ahol
a reaktdns és a termék dllapot a rendszernek nem metastabilis dllapotai, az dtmenetititvonal-
elmélet alkalmas a reakciésebességek meghatarozasara. Az atmenetititvonal-elmélet bizonyos
koriilmények (pl. egyensily, steady-state dllapot) kozott a sebességi egylitthaté szamitdsara is
felhaszndlhato.

Az atmenetititvonal-elméletben tetszleges — it nem fedd — reaktans é€s termék allapothal-
mazokat definidlhatunk, és az igy definialt reakci6 sebességét szamithatjuk ki. Mivel a cél a fel-
gombolyodasi és kotddési folyamat idSbeli viszonydnak feltirasa volt, ezért a reaktans halmazt
tgy definidltuk, hogy az legyen egyenld az udu halmazzal, mig a termékhalmaz a nativ 4llapo-
tot tartalmazta. Az udu halmazbdl inditott reakcidkra kiszamitottuk a harom dimerkialakulési
mechanizmus szerinti reaktiv fluxusokat:

=Y mTg i (1-q%) g™ (52)
(i,))efdfx faf

=Y  mhgi(1-q%) g™ (53)
(i,j)efdux faun

W= Y mlg(1-g%) g™ (54)

(i,j)€uduxuaun

ahol m; az i dllapot egyensiilyi valdszintisége, T;; az dtmeneti matrix i-edik sordnak j-edik eleme,
g*; az elkotelez8dési fiiggvény értéke az i dllapotban, ¢;>” pedig az asszocidcios elkotelez8dési
fuggvény értéke a j dllapotban. A harom mechanizmus szerinti fluxusok kiilonb6zé szekvenci-
dkra szamitott értékeit a[3] tdbldzat mutatja.

Szekvencia Merev dokkolds  Konformacidkivalasztds Indukalt felgombolyodas
HPPH 0,811 0,178 0,011
HHPHH 0,097 0,587 0,316
PHPPHP 0,998 0,001 5,52-107*
HPPHPHH 0,169 0,419 0,412
HHPPHPH 7,514-1073 0,137 0,856
PHPPPHP 0,913 0,084 3,155-1073
HHHHHPH 2,514-1073 0,104 0.893
HHPHPPHP 0.500 0,398 0,102
PHPHPPHP 0,105 0,544 0,351
PHPPPPHP 0,998 2,023-1073 1,352-1074
HHPHHPHH 0,060 0,389 0.552
HHHHHPHP 0,027 0,513 0,460
HPPHPPHP 0,778 0,220 2,01-1073

3. tablazat. Merev dokkolds, indukdlt felgombolyodds és konformdciokivdlasztds szerinti egyensulyi flu-
xusok az dtmenetititvonal-elmélet segitségével szamolva. A reaktdnshalmaz az udu dllapotok halmaza.
Félkovérrel vannak szedve a domindns mechanizmusok fluxusai.
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Kiszdmitottuk az udu — faf dtmenet reakcidsebességét is a

v(udu — faf) = Z fij (55)

(i,j)€uduxudu
egyenlet segitségével, ahol udu az udu halmaz komplementer halmaza és
fiy=mTyq"j (1-q") (56)

reaktiv fluxus. Egyensilyi 4llapotban, illetve ha az udu halmaz metastabilis allapot, a reakcidse-
bességbdl szadmithatd a sebességi egyiitthatd

v(udu — faf)
L pi

icudu

k(udu — faf) = (57)

szerint, ahol egyensilyban p; = m;. Az éltalunk szamitott egyensulyi sebességi egyiitthatékat
a[l tdbldzat tartalmazza.

Szekvencia k* (udu — faf)

HPPH 0,01577
HHPHH 0,045128
PHPPHP 0,000311
HPPHPHH 0,00528
HHPPHPH 0,002849
PHPPPHP 6,3-107°
HHHHHPH 0,018113
HHPHPPHP 0,00042
PHPHPPHP 5,9-107°
PHPPPPHP 1073

HHPHHPHH 0,003519
HHHHHPHP 0,000133
HPPHPPHP 9,7-107

4. tablazat. Az dtmenetititvonal-elmélet segitségével szamitott egyensiilyi sebességi egyiitthatok.

Steady-state reaktiv fluxusok

Az €16 rendszerek nemegyensulyi rendszerek, sok esetben azonban steady-state koriilményeket
feltételezhetiink; azaltal, hogy kiviilr6l energiat visziink be, a bels6 kornyezet viszonylag alland6
allapotban tarthaté. Az €16 sejtben is, egy adott fehérje esetében, amelyre a sejtnek folyamato-
san sziiksége van, feltételezhetjiik, hogy folyamatosan termelédik, mikézben folyamatosan el is
bomlik a nativ allapotd fehérje, komplexek esetében pedig a komplex és az 6t alkoté molekuldk.

Ha tehat a sejtben 1évd viszonyokat kivanjuk modellezni, akkor kézenfekvé steady-state vi-
szonyokat feltételezni. Steady-state koriilmények kozott, ha az altalunk definialt reaktanshalmaz
a rendszernek nem metastabilis dllapota, az dtmenetittvonal-elmélet segitségével tudjuk kisza-
mitani a reakcid sebességi egyiitthatéjat.

Tobbféle steady-state dllapot definidlhatd, mi azt az esetet vizsgéltuk, ahol az egyedi 14n-
cok denaturdlt dllapotban képzSdnek, €s mivel az egyes lancok kiilon-kiilon képzddnek, a kezd6
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allapot mindig az udu, és a keletkezés folyamatossdga miatt az udu 4llapot koncentréciéja 4llan-
dé. Tekintsiink tehat egy olyan ergodikus rendszert, ahol nyeld és forrdsallapotokat definidlunk.
Jelolje P a nyeld, R pedig a forrdsallapotok halmazét. Kvdzistaciondrius vagy mas néven steady-
state éllapotban a rendszer minden i ¢ (PUR) allapotdra érvényes az anyagmegmaradds, azaz

Y w1 =Y mST; =0, (58)
j j

ahol m;® a steady-state anyagmennyiség az i dllapotban, T;; pedig az dtmeneti matrix i-edik sora-
nak j-edik eleme.
Mivel
T;; = 1 =Y T;, minden i-re, (59)
J
(58)
Y mP—m®=0 (60)
J

alakban irhato.

7 z

A nyeld éllapotokban legyen az anyagmennyiség nulla, azaz
my =0, minden i € P-re, (61)
a forrasallapotokban pedig legyen az anyagmennyiség dllando, azaz
m; = ¢ = konstans. (62)

Megoldva az egyenletrendszert megkapjuk az m;® értékeket az Osszes dllapotra. A steady-
state valdszintiségek értékei most mar a

m

W 63
pl Z ( )

J

egyenlet segitségével konnyen meghatarozhatok.

Az egyenstlyi dllapothoz hasonléan a steady-state dllapotban is kiszdmitottuk az egyes me-
chanizmusok szerinti reaktiv fluxusokat, és a kapcsolt felgombolyodas és kotddés sebességi
egyiitthat6it a kiilonbozg szekvencidkra. Az adatokat az[5] és alf] tdbldzat tartalmazza.

A homodimerképzddés kinetikai sémdi

A fent definilt nyolc el6re definidlt mezodllapotra az dtmenetidtvonal-elmélet segitségével ki-
szdmitottuk az egyensulyi és a steady-state fluxusokat, ill. a sebességi egyiitthatokat. A steady-
state sebességi egyiitthatok segitségével felirt kinetikai sémak a[21] dbran lathatok. Az dbrakbol
latszik, hogy nem minden szekvencia esetén taldlhaté mikrodllapot az uaud és a faud allapotban.

A[22] abran a HHPPHPH szekvencia eldre definidlt mezodllapotok segitségével felirt kine-
tikai sémdja lathatd, a sebességi egyiitthatok helyett az dtmenetek reaktiv fluxusait feltiintetve.
Ha 6sszehasonlitjuk az udu allapotbdl az fdu, ill. az uau éallapotokba irdnyulé fluxusok nagy-
sdgdt, lathatjuk, hogy az fdu éllapotba irdnyul6 fluxus lényegesen nagyobb. Az[5] tabldzat ada-
taibdl azonban az l4tszik, hogy a domindns mechanizmus az indukdlt felgombolyodds, ami az
udu — uau atmenetnek felel meg. Ez a latszélagos ellentmondés fololdhatd, ha az eléremutatd
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21. dbra. Az dtmenetititvonal-elmélet segitségével az elbre definidlt mezodllapotok kozotti dtmenetek
steady-state sebességi egyiitthatoi. Az dllapotok elhelyezkedése megfelel az dllapotok elhelyezkedésének
a dbra sémdjdban. A nyilak vastagsdga ardnyos a sebességi egyiitthato értékével.
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Szekvencia Merev dokkolds Konformdcidkivélasztds Indukalt felgombolyodds
HPPH 0,752 0,231 0,017
HHPHH 0,132 0,596 0,273
PHPPHP 0,988 8,172-1073 4,062-1073
HPPHPHH 0,098 0,369 0,533
HHPPHPH 0,017 0,251 0,732
PHPPPHP 0,833 0,162 4,757-1073
HHHHHPH 9,772-1073 0,347 0,643
HHPHPPHP 0,250 0,535 0,215
PHPHPPHP 0,057 0,490 0,453
PHPPPPHP 0,996 3,906-103 2,776 -10~*
HHPHHPHH 0,106 0,623 0,272
HHHHHPHP 0,045 0,672 0,283
HPPHPPHP 0,561 0,434 5,172-1073

5. tdbldzat. Merev dokkolds, indukdlt felgombolyodds és konformdciokivdlasztds szerinti steady-state flu-
xusok az dtmenetititvonal-elmélet segitségével szamolva. A reaktdnshalmaz az udu dllapotok halmaza.
Félkovérrel vannak szedve a domindns mechanizmusok fluxusai.

Szekvencia k% (udu — faf)

HPPH 0,010771
HHPHH 0,034073
PHPPHP 0,000273
HPPHPHH 0,00109
HHPPHPH 0,000782
PHPPPHP 6,3-107°
HHHHHPH 0,00431
HHPHPPHP 0,000142
PHPHPPHP 0,000143
PHPPPPHP 1073

HHPHHPHH 0,000377
HHHHHPHP 0,000282
HPPHPPHP 5,9-107°

6. tdbldzat. Az dtmenetititvonal-elmélet segitségével szdmitott steady-state sebességi egyiitthatok.

fluxusok mellett a forditott irdnyd reakcidk fluxusait is tekintetbe vessziik. Lathatd, hogy mig
az udu — fdu és az fdu — udu dtmenetek reaktiv fluxusai nagyjabol megegyeznek, addig az
udu — uau atmenet fluxusa tobbszorose az uau — udu dtmenet fluxusdénak.

A 23] 4bran a HHHHHPH szekvencia steady-state és egyensiilyi kinetikai sémdi lathatok;
a bal oldali fels6 abran a nyilak vastagsaga a steady-state reaktiv fluxusokkal, a jobb oldali fels
dbran a steady-state sebességi egyiitthatokkal, mig az als6 dbrdn az egyensilyi reaktiv fluxu-
sokkal ardnyos. Osszhangban azzal, hogy az |5| tdbldzat szerint a domin4ns mechanizmus az
indukalt felgombolyodas, a HHPPHPH szekvencidhoz hasonldan itt is az udu — uau atmenet
reaktiv fluxusa tobbszorose az ellentétes irdnyd dtmenet reaktiv fluxusanak, ugyanez a sebes-
ségi egyiitthatok esetében éppen forditott, tehat az uau — udu atmenet sebességi egyiitthatéja
nagyobb a forditott reakcid sebességi egyiitthat6janal.
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22. abra. Az dtmenetititvonal-elmélet segitségével az eldre definidlt mezodllapotok kozotti dtmenetek stea-
dy state reaktiv fluxusai a HHPPHPH szekvencia esetében. A nyilak vastagsdgai ardnyosak a reaktiv
Sfluxusokkal.

Kotodési fluxustajkép

Célunk volt részletes képet kapni arrdl, hogy a kotddés a két lanc milyen felgombolyodottsagi
allapotaban megy végbe. Ehhez definidltunk egy felgombolyodottsagi mérdszamot €s a két lanc
felgombolyodottsdgdnak fiiggvényében dbrazoltuk a kot6dési fluxust.

Egy adott allapot felgombolyodottsdgi mér6szamat gy definidltam, hogy az legyen az adott
allapotbdl a nativ éllapotba torténd eljutds idejének varhat6 értéke (,,mean first passage time”)
egy olyan halézaton, aminek a topologidja megegyezik az eredeti dtmeneti halézat topologidja-
val, de az élek silyai megfelelnek annak, mintha minden dllapot azonos energiiju lenne.

A konformacidkat a felgombolyoddsiparaméter-értékiik szerintn+1 (n=4azl=4¢ésl =
= 5 hosszusagu ldncokra, n =9 az [ > 5 hosszisdgu lancokra) csoportba soroltam, amiket az
altaluk tartalmazott konformacidk felgombolyodasiparaméter-értékeik szerint sorba rendeztem.
Jelolje most fi és f> rendre annak a csoportnak a sorszdmdt, amelyikbe egy adott disszocidlt
allapotban az egyik illetve a masik lanc tartozik, ugy, hogy f1 < f». Ekkor minden fi, f, parra
Osszegzem a hozzdjuk rendelt dllapotokhoz tartoz6 kotédési fluxust, azaz az azon az élen dtmend
fluxust, ami az asszocidlt rétegbe vezet. Az eredmények egyensulyi dllapotban 1év6 rendszerre
a[24] dbran, mig steady-state dllapotban 1évS rendszerre a[25] dbréan lthatdk.

Lathat6, hogy a bindris felgombolyodasi paramétert haszndlé leirds szerinti udu — uau at-
menet tobbféle kiillonbozd folyamatot takar. Az is latszik, hogy a legtobb esetben az asszociacio
nem szimmetrikus abban az értelemben, hogy a két ldnc nem azonos dllapotban van a kotddés
pillanataban.
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23. abra. A HHHHHPH szekvencia egyensiilyi és steady-state kinetikai sémdi ldthatok. A bal oldali felsé
dbrdn a nyilak vastagsdga a steady-state reaktiv fluxusokkal, a jobb oldali felsé dbrdn a steady-state
sebességi egyiitthatokkal, mig az alsé dbrdn az egyensulyi reaktiv fluxusokkal ardnyos.

A két lanc viselkedésének szimmetriaja

Mir a kotddési fluxustdjkép is nydjtott arra vonatkozé informécidt, hogy a két ldnc azonosan
viselkedik-e a dimerképz&dési folyamat sordn. Emellett definidltam egy aszimmetria paramé-
tert, ami minden &llapotra megadja, hogy a két ldnc konformécidja milyen mértékben tér el
egymadstol. Két lanc tavolsdgat dgy hatdroztam meg, hogy a monomerre folépitettem az élla-
pothdlézatot, és minden konformécidpdr kozott kiszdmitottam a konformécids dtmenet idejének
varhat6 értékét. Az oda-vissza irdnyud varhatd id6ket atlagoltam, és az 4tlagolt érték adta meg
két konformacié tavolsagat. A T = oo hdmérsékletnek megfeleld allapotbdl kiindulva az atlagos
aszimmetria id6fiiggését vizsgaltam és azt taldltam, hogy bizonyos mérték{i aszimmetria minden
szekvencia esetében follép. Van azonban olyan szekvencia is, ahol, legaldbbis a folyamat kezde-
tén az dtlagos aszimmetria értéke jelentdsen meghaladta azt az értéket, amit egyensily esetében

varndnk (a[26] dbra).

A kétrétegii modell belsé dinamikajanak elemzése

Allapothdlézatok vizsgalhatSk gy is, hogy nem hasznélunk f6l énkényesen definidlt mezodlla-
potokat a kinetika feltdrdsakor, hanem valamilyen hal6zatelemz6 médszer segitségével a hdlézat
belsd kinetikai szerkezetét tarjuk fel. A belsd kinetikai szerkezet feltarasa lehet példaul a rend-
szer metastabilis dllapotainak azonositdsa. A metastabilis dllapotokra jellemzd, hogy egy belsd,
részleges egyenstlyi dllapot joval rovidebb id6 alatt kialakul, mint amennyi id6re atlagosan sziik-
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24. abra. Az asszocidcios fluxusok az egyes ldncok felgombolyodottsdgiparaméter-értékeinek fiiggvényé-

ben egyensulyi dllapotban.
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25. abra. Az asszocidciods fluxusok az egyes ldncok felgombolyodottsdgiparaméter-értékeinek fiiggvényé-

ben steady-state dllapotban.
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26. dbra. Az dtlagos aszimmetria az idd fiiggvényében a HHPHH szekvencidra végzett szdmitdsok alapjdn.
Az dbrdn fol van tiintetve az aszimmetria egyensiilyi vdrhato értéke is.

ség van ahhoz, hogy a rendszer elhagyja a metastabilis dllapotot, ha egyszer az adott dllapotba
kertilt.

A metastabilis dllapotok keresése dllapothédlézaton egy grafklaszterezési probléma. A meta-
stabilis dllapotok azonositdsanak klaszterezési problémadjat egyszertien és elegansan oldja meg
a Perron-klaszter Klaszterelemzés, vagy az angol elnevezés alapjdn roviden PCCA algoritmus
[92]. Az atmeneti matrix spektrélis elemzésén alapulé PCCA algoritmus egyszertien a Markov-
modellként definidlt dllapothélézat 4tmeneti métrixdnak spektrilis elemzése.

Az dllapothdlozat spektrdlis elemzése

Elvégeztiik a vizsgélt szekvencidk kétrétegli modelljeinek spektrilis elemzését, hogy azonositsuk
a metastabilis dllapotokat. Az, hogy egy édllapot metastabilis allapotnak mindsiil-e, fiigg a vizs-
galt id6skalatdl is. Ha a vizsgélt idéskala tilsdgosan rovid, akkor a metastabilis dllapoton beliili
egyenstly kialakuldsa sem megy végbe. Ha viszont a vizsgélt id6skéla til hosszi, a metastabilis
allapotok kozott is kialakulhat az egyensuly és ekkor egyetlen metastabilis dllapotot fogunk 14tni,
ez pedig az allapottér 6sszes dllapotdbdl fog dllni. A vizsgalt idoskalat egyszertien médosithatjuk
azaltal, hogy az dtmeneti matrixot kiilonb6z6 hatvanyaira emeljiik, és ezeknek a hatvanymatri-
xoknak végezziik el a spektrélis elemzését.

Az egyes szekvencidk sajatértékspektrumait a27] dbra mutatja. Lathat6, hogy a spektrumban
nem kiiloniil el Perron-klaszter [92] az d&tmeneti matrix egyetlen hatvdnyandl sem, a sajatértékek
nagyjabol egyenletesen csokkennek. Ha a rendszer kétallapotd volna, akkor két sajatértékbol allé
Perron-klasztert kaptunk volna, ha hdromallapotd, akkor hdrom sajatértékbdl 41l6t, stb. A mi ese-
tiinkben azonban a sajatértékspektrumok azt mutatjak, hogy a rendszer nem kisszamu metasta-
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bilis dllapottal rendelkezik, hanem sok ilyen metastabilis dllapota van, amelyekbdl valé szokési
1d6k folytonosak.
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27. dbra. Atmeneti mdtrixok kiilonbozé hatvdnyainak (1., 5., 20., 100., 200.) sajdtértékspektrumai. Az
dbrdn a hiisz legnagyobb sajdtérték van feltiintetve minden szekvencidra.

A sok metastabilis dllapot 1étét, ill. az azokbdl vald szokési idSk folytonossagat timasztja ala
a[28] dbrén lithaté diszkonnektivitdsi graf is. A diszkonnektivitdsi graf az energiaminimumok
konnektivitasat tiikrozi, és ezzel jellemzi a sokdimenzids energiafeliilet alakjat [[108]].

A legnagyobb sajatértékekhez tartozé jobboldali sajatvektorok elemzése alapjan azonositha-
tok a rendszer dinamikdjanak leglassabb folyamatai. Az altalam vizsgalt szekvencidk esetében
azt taldltam, hogy a leglassabb folyamatok bizonyos alacsony energidji mikroéllapotokbdl valé
szokési folyamatoknak feleltek meg. Ezek az alacsony energiaju mikrodllapotok leggyakrabban
olyan asszocidlt dllapotnak feleltek meg, ahol a lancok kozotti kontaktusok szdma nagy, amelyek
egy részének fel kell bomlania ahhoz, hogy a rendszer elérhesse a nativ allapotat. Egy példat
a[29l dbra mutat.
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28. abra. A HHHHHPH szekvencia diszkonnektivitdsi grdfja. A csticsok szine mutatja, hogy az adott rész-
grdf milyen ardnyban tartalmaz disszocidlt dllapotokat.
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29. dbra. A leglassabb folyamatok bizonyos alacsony energidji mikrodllapotokbdl valo szokéseknek felel-
nek meg. Az dbra a négy leglassabb folyamathoz tartozo mikrodllapot mutatia a HHPHHPHH szekvencia
esetében. Kozépen a nativ dllapot ldthato. Az dllapotok folott az energidjuk van feltiintetve.
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Az eredmények megvitatasa

2 2

Rendezetlen fehérjék homodimereinek képz&dését vizsgaltam egyszerdsitett fehérjemodellek és
az ezek segitségével definidlt egyszerisitett halézati modell segitségével. Kordbban is vizsgal-
tdk homodimerek kialakuldsat szamitégépes modellezés segitségével, de ezek mindegyike vagy
szerkezet alapi modellt alkalmazott, azaz az energiafiiggvénybe beépitett a nativ dllapotra vo-
natkozé informéciét (pl. Go-modell) [121} 122} [123] 166 68], vagy legaldbb az egyik lanc merev
szerkezetl volt [69, 166, 168]. HP modell segitségével is vizsgaltak rendezetlen lanc kotddés hatd-
sara bekovetkez6 rendez6dését, de a kotSpartner itt is rendezett szerkezet volt [124]. Munkdm

sordan tudomdsom szerint én alkalmaztam el&szor nem szerkezet alapd, egyszerisitett modellt és
ezekbdl folépitett dllapothaldzatot két rendezetlen lanc dimerképz6désének vizsgdlatara.

Sokallapoti rendszerek Kinetikai leirasanak két f6 médja

A gépi tanuldsban megkiilonboztetnek feliigyelt (supervised learning) és feliigyelet nélkiili (un-
supervised learning) tanuldst [102]. A feliigyelt tanulds sordn a tanuléhalmaz elemei mellett
a helyes megoldasok is meg vannak adva, pl. osztilyozas elére megadott osztalyok valamelyiké-
be. A feliigyelet nélkiili tanulds sordn a tanul6 algoritmus feladata a belsé struktirak feltardsa, pl.
bizonyos hasonldsdgok alapjan bizonyos bemeneti elemeket azonos kategéridba sorol. Az atme-
neti hdlézat elemzése sordn alapvetéen kétféle megkozelitést alkalmaztam. Az egyik szerint el6-
re meghatarozott mezodllapotokat definidltam valamilyen altalam definialt vizsgalati szempont
szerint. Mivel a fehérjék felgombolyodédsdnak és kdt6désének viszonyat vizsgaltam, értelemsze-
rli volt az allapotteret ilyen szempontok szerint felosztani. Ezt a felosztast tiikrozi a redukalt
allapothalézat abra). Ez a megkozelités megfeleltethet6 a feliigyelt tanuldsnak, hiszen az
allapotokat el6re meghatdrozott osztilyok valamelyikébe soroltam.

A masik megkozelitésmadd szerint nem mondtam elére semmit a rendszer lehetséges allapo-
tairél, hanem megvizsgaltam, hogy hogyan oszthat6 fel természetes mddon az dtmeneti hdldzat.
Az allapottérnek metastabilis 4dllapotokba val6 felosztdsa egy ilyen természetes felosztds, ami az
allapotok kozotti dtmenetek sebességein alapul.

Kétrétegii allapothalézat modell

A két lancbdl 4116 rendszerek éllapottere az ugyanazon ldnchosszisdgi ldncokbdl 4ll6 mono-
mer rendszerekhez viszonyitva déridsi, nem pusztdn amiatt, mert a két lanc egymastol fiiggetleniil
barmilyen konformaciét felvehet, hanem a koncentraciétdl fiiggd szamu relativ poziciéban fog-
lalhatnak helyet. A kiindulépont az volt, hogy ha sikeriilne az dllapottérnek a ldncok relativ
elhelyezkedéséhaz tartozé dimenzidjat csokkenteni, az hosszabb ldncok egzakt kezelését tenné
lehetdvé. Két feltételezést tettem, amelyek segitségével sikeriilt jelentésen csokkentenem a rela-
tiv poziciokbol szdrmazé allapotok szamat. Az egyik feltevésem az volt, hogy a transzlaciés és
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rotaciés mozgdsok, ennek kovetkeztében a kotési és disszocidcios 1épések gyorsak a konforméci-
6s dtalakuldsokhoz viszonyitva [55) [125) [126]. A masik foltevés szerint az egy konformaciopar-
hoz tartoz6 asszocidlt dllapotok koziil csak a legalacsonyabb energidjiban tartézkodik a rendszer
figyelembeveendd ideig. Ez tulajdonképpen megfelel annak, hogy minden asszocidlt dllapot egy
szabadenergiagddornek felel meg, ami a felgombolyod4si szabadenergiafelszinekhez hasonléan
tolcsér alaka [7, [11) [12]]. Ezenkiviil a modell felépitése olyan, hogy ha kizarélag konformacios
atalakuldssal el lehet jutni az egyik ilyen minimumbdl egy mdsikba, akkor azt feltételezem, hogy
nem torténik disszocidcids/asszocidcids folyamat. Minden mds esetben a konformécids atalaku-
14s a disszocidlt dllapotok rétegében megy végbe.

Ezeknek az egyszer( feltételezéseknek a segitségével sikeriilt / = 8 hosszisigu lancokra is
a teljes dimer-allapothal6zatot felépiteni, és a feltételezések lehetdvé tették, hogy [ = 8 lanc-
hossziisdgig egzakt szdmitasokat végezzek.

Markov-modell segitségével vizsgaltak mar fehérje-ligandum kotédés kinetikajat és mecha-
nizmusét, de dgy, hogy a Markov-modell egy folytonos éllapotterti modell alapjin lett felépitve
[127]. Egzakt szamitasokat végeztek HP modelleken fehérje felgombolyodést vizsgdld tanul-
manyokban [128| [118, [129]], s6t fehérjék asszocidcidjat is modellezték HP lancok segitségével
[[124], de ezekben az esetekben az eredményeket a szabadenergiafelszin koncepcié segitségével
értelmezték. A kétrétegli modell segitségével lehetdvé valt, hogy egzakt szamitdsokon alapul6
modell alapjan hozzak létre Markov-modellt, aminek segitségével a teljes rendszer dinamikdja
vizsgalhaté.

Kétrétegli modell nem csak HP modell segitségével épithetd. Realisztikusabb fehérjemodel-
lekre éppugy érvényesek lehetnek a kiindulé feltevések, mint a HP modellre. Tébb lancbdl allé
rendszerre végzett molekuladinamikai szimuldciok erdményeinek értékelésében is hasznélhatok
allapothalézatok [[130], és ezen allapothal6zatok méretének csokkentése lehet6vé teszi a konfor-
madcids allapottér, és ezen keresztiil a kétddéshez kapcsolt konformacidvaltozasok részletesebb
felderitését.

A kotodés —felgombolyodas harom f6 mechanizmusa és azok aranya

Hagyomanyosan a fehérje homodimereket aszerint, hogy a nativ dimeren és a denaturalt és
disszocidlt allapoton kiviil van-e valamilyen koztes allapotuk, két- és haromallapotd homodi-
merek kozé soroltdk. Ez a termodinamikai felosztds kapcsolatba hozhat6 jellegzetes kinetikai
mechanizmusokkal is. A kétdllapoti dimerek esetében feltételezték, hogy a kotddés és a lan-
cok felgombolyoddsa kapcsoltan megy végbe, mig a hdroméllapotd dimerek esetében a ldncok
el6szor felgombolyodnak, és a felgombolyodott lancok kotédnek egymashoz.

Munkdm sordn azonban megmutattam, hogy a dimerképz8dés legaldbb haromféle kiilonbdz6
mechanizmus szerint mehet végbe, aszerint, hogy a kotddés pillanatdban az egyik vagy mindkét
l4anc a nativ konforméciéban van-e, vagy mindkét 1dnc denaturdlt 4llapotban van. Az egyes me-
chanizmusok szerinti fluxusokat a két réteget 6sszekotd éleken atfolyo reaktiv fluxusok 6sszegei
adjak. A fluxusokat kiilonb6z6 koriilmények kozott szamitottam. Mivel az altalam el6re definialt
allapotok a rendszernek nem metastabilis dllapotai, ezért a kiilonbdz6 mechanizmusok szerin-
ti fluxusok az id6ében valtozhattak. Ez okbdl kiszamitottam a fluxusokat egyensulyi allapotban,
steady-state dllapotban, ahol tigy biztositottam a steady-state koriilményeket, hogy az udu (a két
lanc disszociéalt llapotban van és mindkét Ianc denaturalt) allapot mennyiségét konstans értéken
tartottam. Ekkor ugyan pillanatnyi fluxusokat szdmoltam, de mivel a kiilonbdz6 mechanizmu-
sok szerinti fluxusok ardnydra voltam kivancsi, ezért ez az informacié elegendd. Ha nem egy
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specidlis allapotban (pl. egyenstly, steady-state) vagyok kivancsi a rendszer viselkedésére, ak-
kor dbrazolhatom a pillanatnyi fluxusokat az id6 fiiggvényében és a gorbe alatti teriiletek adjak
meg az Osszfluxusokat. Ebben az esetben azonban az eredmények jelentés mértékben fliggenek
a kiindulasi allapottdl.

A kiilonb6z6 mechanizmusok relativ fluxusainak id6gorbéi eltéréek a kiilonboz6 szekvenci-
aknal, de mind a harom mechanizmusra létezik olyan szekvencia, amelyben az adott mechaniz-
mus a domindns. A derék és a nem derék szekvencidk pillanatnyifluxus-gorbéit 6sszehasonlitva
a varakozasoknak megfeleléen a derék szekvencidkndl inkdbb a dokkolds és a konformaciokiva-
lasztds a domindns, mig a nem derék szekvencidkndl inkdbb az indukdlt folding (20] dbra). Azt
az Osszefiiggést, ami a ldncon beliili és a lancok kozotti kontaktusok ardnya, valamint a dimer-
képzbdés mechanizmusa kozott fenndll [121]], a kétrétegli modellben nem sikeriilt kimutatnom.
Az dbrén lathaté eredményeket olyan szdmitdsokbdl kaptam, ahol a nativ dllapot nyeld volt. Ha
a rendszer az egyensuly felé kozeledett, kvalitative megegyez6 gorbéket kaptam, tehat a domi-
nanciaviszonyok nem fliggtek att6l, hogy a nativ édllapot nyel6 vagy nem.

Mind a fluxus —id6-gorbe, mint az dtmenetititvonal-elmélet segitségével szamitott egyensu-
lyi és steady-state fluxusok azt mutatjdk, hogy altaldban egy adott szekvencia esetében mind
a hdrom mechanizmus jelen van, de az hogy milyen mértékben, nemcsak a szekvenciatdl fiigg,
hanem véltozhat az id6ben is, és jelentSsen fiigg az alkalmazott hatarfeltételektdl, pl. a kiindula-
si allapottol. Habar az egyes dimerképz&dési mechanizmusoknak a fluxus —id6-gorbék alapjan
kapott és az egyensiilyi, valamint a steady-state reaktiv fluxusok alapjdn szdmitott relativ fontos-
sdgai kvalitative nagyjabol megegyeznek, kvantitative bizonyos kiilonbségek figyelhet6k meg
kozottiik. A kvantitativ eltérések felhivjak a figyelmet arra, hogy az eredmények értelmezésé-
nél nem szabad figyelmen kiviil hagyni azt, hogy pontosan milyen feltételek kozott végeztiik
a szamitasokat, ill. a méréseket.

Steady-state kontra egyensiily

A hagyomadnyos kinetikai leirdsok azon a feltételezésen alapulnak, hogy az elemi reakcidkban
részt vevd reaktans €s termék adllapotok a rendszernek metastabilis dllapotai. Ebben az esetben
a sebességi egyiitthatok fiiggetlenek a rendszer makrodllapotatél. A metastabilis dllapotokra az
jellemzd, hogy az egyes metastabilis dllapotok kozotti &tmenetekhez sziikséges atlagos id6 joval
nagyobb, mint ami ahhoz sziikséges, hogy a metastabilis dllapoton beliil egy részleges egyenstly
alakuljon ki, tehat a metastabilis allapotot alkoté mikrodllapotok egymashoz viszonyitott vald-
szinliségei (koncentricidi) megfeleljenek az egyensilyi helyzetben megfigyelhetdnek. Tehdt egy
metastabilis dllapot a relevans id6skdlan ugy viselkedik, mintha egyensily volna.

A fehérjék azonban komplex rendszerek, bonyolult szabadenergia-tdjképpel, sok lokdlis mi-
nimummal [[131]. Gyakran ezek a lokdlis minimumok — legaldbbis latszélag — kevés szamu me-
tastabilis dllapotot alkotnak ugyan, ez alapjan lehet besz€lni pl. két- és haromallapotd dimerekrdl
[78]], azonban nem mindig egyértelmi, hogy pontosan mik is a metastabilis dllapotok. A meta-
stabilis dllapotok azonositdsdra hagyomdnyosan a szabadenergia-tdjkép elemzése volt a bevett
moédszer. Dimerképz6dés vizsgalatakor valamilyen felgombolyodési és valamilyen k6t6dési re-
akcidkoordinata értékének fiiggvényében abrazoltdk a szabadenergiat. A szabadenergia-tajkép
elemzésnek azonban hidnyossdga, hogy a dimenzidcsokkentés miatt bizonyos, egyébként ki-
netikailag szeparalt dllapotok a reakciokoordindta-tér azonos pontjaira keriilhetnek. Ennek ko-
vetkeztében el6fordulhat, hogy a megfigyelt szabadenergia-godrok valdéjdban nem metastabilis
allapotoknak felelnek meg, vagy tobb metastabilis dllapotot is magukban foglalnak [[132} [133]].

67



DOI:10.15774/PPKE.ITK.2015.002

Ha a kinetikai sémdban feltiintetett dllapotok a rendszernek nem metastabilis dllapotai, vagy
nem ismert, hogy metastabilis 4llapotok-e, akkor is van lehet6ség a rendszer kinetikai elemzé-
sére. Az dtmenetitdtvonal-elmélet [93] segitségével tetszdleges eldre definidlt reaktanshalmazbdl
vizsgalhat6 az dtmenet sebessége tetszbleges, a reaktanshalmazzal 4t nem fedd termékhalmazba.
Az igy kapott reaktiv fluxusbdl csak akkor lehet sebességi egyiitthatét szdmolni, ha a reaktdns-
halmaz metastabilis, ill. ha a rendszer egyenstilyban vagy steady-state dllapotban van.

Az €16 szervezetek nem egyensulyi rendszerek, de az él6 sejtek sem azok. Sok folyamat
azonban megkozelit6leg steady-state dllapotinak tekinthets. Feltételeztem, hogy a fehérje, ami-
nek a dimerképzédését vizsgaltam, folyamatosan képzddik a sejtben, tehat a nyers, a fehérje-
szintetizal6 apparatusrol lekeriil lancok mennyisége dlland6. Ekkor, ha ezt az dllapotot tekintem
reaktanshalmaznak, akkor ki tudom szdmolni a dimerképz&dés sebességi egyiitthatdjat.

A 23] 4bran lithat6 egy olyan kinetikai séma, amelyen az egyensilyi, és egy olyan, ame-
lyen a steady-state reaktiv fluxusok vannak feltiintetve. Ha 6sszehasonlitjuk a két sémat, lathat-
juk, hogy az uaun — faun, ill. az faun — uaun atmenethez tartoz6 reaktiv fluxusok jelentésen
kiilonboznek egyensulyi és steady-state dllapotban. Ilyen kiilonbségek mds szekvencidknal is
megfigyelhetSk. Ezek alapjan, habar az udu — faf atmenet sebességi egyiitthat6it nem befolya-
solta jelent6sen, hogy egyensilyi vagy steady-state dllapotban vizsgéltuk a rendszert, nincs arra
garancia, hogy az in vitro végzett egyensulyi kisérletek jol leirjak a sejtben steady-state koriilmé-
nyek kozott lezajlé folyamatokat. A jovoben tehat kisérletek végzése sordn érdemes tekintettel
lenni erre, és megkisérelni a sejtben beliili steady-state koriilményekhez hasonlé koriilményeket
1étrehozni a kémcsdben is.

Metastabilis allapotok

Az 4dtmeneti métrix spektrélis elemzésén alapulé Perron-klaszter Klaszterelemzés mdédszere se-
gitségével megkiséreltem azonositani a rendszer metastabilis allapotait. A kapott eredmények azt
mutatjak (27] dbra), hogy a vizsgélt rendszerek nem rendelkeznek kisszdmd, valés metastabilis
allapottal, hanem sok lokdlis szabadenergia-minimummal rendelkeznek. A szokési id6k az egyes
lok4lis minimumokbdl nagyjibdl folytonos eloszldstak. A rendszerek szabadenergia-felszineit
egy durva fald tolcsérhez lehet hasonlitani.

Derék és nemderék szekvenciak dimerképzésének sebessége — az eloképzett szer-
kezetek szerepe

A jelatviteli folyamatokban fehérje-fehérje komplexek gyors képzddésére és elbomldsira van
sziikség. Ezekben a folyamatokban a rendezetlen fehérjék nagy ardnyban képviseltetik magukat
[17, 30], tehat sziikséges, hogy képesek legyenek gyorsan kialakitani a komplexeiket. Gyakori
jelenség, hogy a szabad 4llapotban rendezetlen fehérje komplexben rendezett szerkezetet vesz
fel [25]], tehat a kotédésen feliil a 1dnc rendez&désének is le kell jatszédnia a rendelkezésre allé
rovid id6 alatt. A fehérjék rendezetlenségének egyik elonye a rendezetlen fehérjéknek a rendezett
fehérjékéhez viszonyitva gyors két6dése. Habar tigy tlinik, valéban gyorsabb két6désre képesek
a globuldris fehérjéknél [60], de a kiilonbség csekély, mindossze 1,6-szoros [33]. Ez tehat azt
jelenti, hogy a lanc rendez6désének is gyorsnak kell lennie. A gyors rendez&dés egyik lehetsé-
ges magyarazata abbdl a ténybdl taplalkozik, hogy rendezetlen fehérjék még szabad éallapotban
sem mindig teljesen rendezettek, hanem bizonyos rezidudlis szerkezettel rendelkeznek. Felme-
riilt tehat, hogy az el6képzddott szerkezeti elemek kotShelyekként szolgalnak [64], és mivel méar
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szabad éllapotban is jelen vannak, nem kell azzal id6t tolteni, hogy rendezddjenek a kot6dés
soran.

A derék szekvencidk esetében, a nativ dimerbeli konformdcié monomer éllapotban is vi-
szonylag stabil. Ez tehat megfeleltethetd el6képzett szerkezeti elemek [64] kialakuldsdnak a ko-
tépartner tavollétében. Osszehasonlitva a derék és a nem derék szekvencidk egyensiilyi és steady-
state fluxusait, azt tapasztaljuk, hogy a stabil monomer, tehat az el6képzett szerkezeti elemek
jelenléte nem novelte jelentdsen a dimerkialakulas sebességét. S6t, azok a szekvenciak, amelyek

7~ 2

feltinGen lassan érik el a nativ dllapotukat, derék szekvencidk (6}, 4} és[I] tablazat).

Aszimmetria

A homodimerképzddés elméleti leirdsai egy-két kivételtdl eltekintve nem vizsgéltdk a homodi-
merképz&dés szimmetridjat; kivételként emlithet6 pl. [121]. A homodimereknek két- és harom-
allapotd dimerekre torténd felosztdsa, és az ezeknek megfeleltetett dimerképz6dési kinetikak
implicite feltételezték, hogy a folyamat sordn a két lanc szimmetrikusan viselkedik. A kot6dési
fluxustajkép, €s az atlagos aszimmetria valtozasanak idébeli vizsgélata azt mutattdk, hogy a két
lanc az esetek nagy részében nem teljesen szimmetrikusan viselkedik. Bizonyos szekvencidk ese-
tében az is el6fordulhat, hogy a folyamat kezdetén az atlagos aszimmetria jelentésen meghaladja

az egyenslyi dllapotban varhaté értéket (26| abra).

Az alkalmazott megkozelités korlatai

Annak ellenére, hogy az allapottér kis mérete nagyszamu szekvencia vizsgalatat teszi leheto-
vé a HP négyzetracsmodell esetében, kevés az olyan szekvencia, amely egyedi alapallapottal
rendelkezik. Tovabbi nehézség, hogy egzakt szdmitdsok csak nagyon limitdlt lanchosszisdgra
végezhetSk két lancbdl 4ll6 rendszerek esetén. Az egyszerliségébdl kifolydlag az alkalmazott
modell kevéssé redlis. A modellrendszerek energiafelszinei rendkiviil durvdk, ami szintén eltér
a valds fehérjék és realisztikusabb modellek viselkedésétol.

A felsorolt hatranyai ellenére érdemes ilyen egyszertisitett modelleket alkalmazni, mert az-
altal, hogy egzakt szdmitdsok végezhetdk, a kapott eredmények statisztikus fizikailag korrektek,
és altalanos kovetkeztetések levondsara alkalmasak. Az alkalmazott modell tovabbi elénye, hogy

nem alkalmaz olyan egyszer(isitéseket, mint pl. a Go-modell, és lehetdvé teszi két rendezetlen
lanc kotddés soran végbemend kolecsonds felgombolyodasanak vizsgélatat
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Osszefoglalas

Ismert jelenség, hogy bizonyos rendezetlen peptidlancok bioldgiai partneriikhoz valé kot6dés
sordn rendezett szerkezetet vesznek fol. Az is ismert, hogy bizonyos rendezetlen peptidek rende-
zett homodimereket képeznek. A folyamat elméleti leirdsa az allapottér nagy mérete miatt nehéz.
Torténtek kisérletek rendezetlen peptidek homodimerképzésének szamitdgépes vizsgdlatara, de
a vizsgalatokat tin. szerkezet alapi modelleken végezték, amelyek a nativ allapotra vonatkozo
kiils6 informdcidt vittek be a mintavételezési folyamat befolydsoldsara. Bizonyos egyszer(isité-
seket tettem abbol a célbdl, hogy a folyamat egzakt leirdsat adhassam legaldbb rovid lancokra,

tigyelve arra, hogy az 4ltalam alkalmazott egyszer(isitett modellek viselkedését semmilyen, a na-
tiv dllapotra vonatkoz6, kiviilrél bevitt informécié ne befolyésolja.

e Mivel az dllapottér nagy méretéért tekintélyes részben a két lanc lehetséges relativ pozici-
6inak nagy szdma felelSs, ezért szamuk csokkentésével az dllapottér méretének nagymér-
téki redukcidja érhetd el. Feltételeztem egyrészt, hogy a difftizids és rotaciés mozgasok
sebessége lényegesen meghaladja a lancok konformacids atalakuldsainak sebességét, mas-
részt, hogy az egy konforméciépdrhoz tartoz6 asszocidlt llapotok koziil csak a legalacso-
nyabb energidju dllapot populdlt szignifikdnsan. A két feltételezés alapjan egy kétrétegii

halézatmodellt definidltam, amely lehetvé tette / = 8 lanchosszisdgig egzakt szamitdsok
végzését.

o A kotédéshez kapcsolt konformaciévaltozas lefrdsara alkalmazott modellek (indukalt il-
leszkedés, konformacidkivalasztds) egyetlen lanc rendez6désének, ill. konformécidvalto-
zésdnak lefrdsara alkalmasak. Két flexibilis ldnc esetén a folyamat sordn mindkét ldnc
konformdcids allapotat tekintetbe kell venni. Ugy bGvitettem ki tehdt a hagyomanyos fo-
galomkészletet, hogy az mindkét lanc felgombolyodasa és a koztiik végbemend kotédés
id6beli viszonyainak leirdsdra alkalmas legyen. A kibdvitett fogalomkészlet szerinti le-
irasméd alapja a két lanc felgombolyodottsagi dllapota az asszocidcié pillanatdban. Ha
mindkét lanc denaturdlt dllapotban van a k6t6dés pillanatdban, indukélt felgombolyodds-
ol beszéliink, ha csak az egyik, a dimerképz6dés mechanizmusa konformacidkivélasztas,
mig ha mindkét 14nc nativ dllapotban van, akkor a dimerképz6dés merev dokkoldssal tor-

ténik.

o A kétrétegli hdlézaton végzett szimuldcidk és egyensilyi valamint steady-state 4llapot-
ban, az dtmenetititvonal-elmélet segitségével megvizsgaltam, hogy az egyes mechanizmu-
sok milyen szerepet jatszanak a kiillonb6z6 szekvencidju lancok dimerképzddésében. Mind
a szimuldcidk, mind az dtmenetittvonal-elmélet alapjan szamitott fluxusok azt mutattk,
hogy minden szekvencidnal mindhdrom mechanizmus szerepet kap, de kiilonb6z8 mér-
tékben. A domindns mechanizmus idGben is viltozhat. Altaldnossagban elmondhat6, hogy
azoknadl a szekvencidknal, ahol a monomer szabad allapotban stabilis, a merev dokkolds
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vagy a konformécidkivalasztds domindl, mig azokndl a szekvencidkndl, ahol a monomer
nem stabilis, inkdbb az indukalt felgombolyodas a jellemz6 mechanizmus.

Homodimerek esetén a dimert alkot6 két 1anc szekvencidja azonos. Azt varjuk tehét, hogy
a két lanc a dimerképz&dés soran is szimmetrikusan fog viselkedni. Az altalam vizsgalt
szekvencidk legnagyobb részének dimer alapallapota szimmetrikus volt, azaz a két lanc
konformécidja megegyezett a nativ dllapotban. A szimmetrikus alapallapotd szekvencidk
esetében is a két lanc viselkedésében a dimerképzddés sordn kiilonbség volt. A monomerek
konformacidi kozott definidlt tdvolsag segitségével a kétrétegli modellen végzett szimula-
cidk sordn nyomon kdvettem az adott idSpontra jellemz$ asszimetridt. A varakozasokkal
ellentétben bizonyos mértékii aszimmetria mindegyik szekvencidra jellemzd volt, de egyes
szekvencidk jelentds aszimmetridt mutattak a dimerképz6dési folyamat kezdetén.

A munka fontos tanulsiga volt, hogy a hagyomdanyos kinetikai lefrdsméd csak akkor al-
kalmazhat6 a vizsgdlt rendszerre, ha a kinetikai lefrdsban definidlt allapotok a rendszer-
nek valédi metastabilis dllapotai. Ha az 4llapotok a rendszernek nem valédi metastabilis
allapotai, akkor a sebességi egylitthatok nem fiiggetlenek a pillanatnyi allapottdl, amit
a hagyomanyos leirasméd egyébként feltételez. Nem val6di metastabilis dllapotok esetén
a sebességi egyiitthatok id6beli véltozatlansdga igy biztosithatd, ha a rendszert valamilyen
steady-state allapotban vizsgaljuk. Az atmeneti matrix spektralis elemzésének segitségé-
vel feltdrtam az 4llapothdlézat belsS kinetikai szerkezetét, és azt taldltam, hogy az dltalam
vizsgélt rendszerek dllapottere nem oszthat6 kisszamu metastabilis dllapotra, hanem nagy-
szamu lokélis szabadenergiaminimummal rendelkezik, amelyek nem feleltethetok meg az
altalam el6re definidlt mezodllapotoknak. Az el6re definidlt mezodllapotokra felirt kineti-
kai séma tehat csak egyensilyi vagy steady-state dllapotban érvényes.
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