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II1. Vazlat

* az aminosavak néhany fontosabb tulajdonsaga (aminosavak, mint fehérjealkoté molekuldk,
aminosavak toltésviszonyai, izoelektromos pontja, nem fehérjealkoté aminosavak)

* néhany fontosabb biologiai aktivitdssal birdé peptid (inzulin, glukagon, oxitocin,
vazopresszin, pro-opiomelanokortin peptidcsalad)

* a fehérjék elsddleges szerkezetének meghatirozasa (Edman lebontas, az elsddleges
szerkezetb6l nyerhetd informéciok: masodlagos, harmadlagos szerkezet joslasa, a

fehérjemolekula elhelyezkedése a sejten beliil, a fehérje stabilitasa, a fehérjefunkcid
szabalyozasa, lehetséges enzimaktivitdsok)

» a fehérjék szerkezete (fehérjedomének; moduléris evolacid)

» a fehérjeszerkezetet kialakito erdk (diszulfid hidak, H-hid kotések, sohidak, van der Waals
kotés, hidrofob kdlcsonhatasok)

» a fehérjeszerkezet kialakulasa in vitro (a kezdeti gyors 1épések, az olvadt gomboc koztes
allapot, a zaro, sebességmeghatarozé 1épések)



 a fehérjeszerkezet kialakuldsanak termodinamikai viszonyai (entalpiavaltozas,
entropiavaltozas, szabadentalpiavaltozas, aktiv helyek a fehérjéken beliil)

* kiilonbségek a fehérjeszerkezet kialakulasa kozott in vitro €s in vivo

* molekuléris chaperonok (mésnéven dajkafehérjék, vagy hé-sokk fehérjék: protein diszulfid
izomeraz, peptidil-prolil-cisz/transz izomeraz, a dajkafehérjék fehérjefelismerésének
alapjai, miikodésiik mechanizmusa)

IV. Részletes kifejtés
1. Az aminosavak néhany fontosabb tulajdonsaga

Aminosavak, mint fehérjealkoto molekuldk. A fehérjealkotd aminosavak kozds szerkezeti
elemei, az 0-amino ¢és O-karboxil csoportok a tankdonyvben ismertetett modon egymassal
peptidkotést képeznek. A peptidkotések a fehérjék szerkezetének alapvazat teremti meg. A
fehérjeszerkezet egyediségét azonban az adott fehérjét felépitdé aminosavak oldallancai
hatdrozzak meg. Oldallancaik szerint az aminosavak poldrosak (pl. a neutralis pH-n az
oldallancaban is toltéssel bird glutaminsav, vagy lizin, illetve az oldallancaban toltéssel nem
rendelkez0, de poléros szerin, vagy glutamin), vagy apolarosak (pl. valin, izoleucin) lehetnek.
A polaros aminosavak vizes kozegben altaldban a fehérjék kiils6 részén, az apolaros
oldallancuak pedig a fehérjék belsejében helyezkednek el. A cisztein SH csoportjaival
diszulfidhidakat tud képezni, és ezzel stabilizdlhatja a fehérjék szerkezetét. Hasonloan a
fehérjeszerkezetet merevitd hatasa van a prolinnak, amely gylirlis szerkezete miatt a
polipeptidlanc forgasi képességét erdteljesen csokkenteni képes. Ezzel -ellentétben a
legegyszertibb aminosav, a glicin igen kis oldallanca miatt hajlékonnya teszi az 6t tartalmazo
fehérjerészletet. Az aminosavak koziil egyediill a hisztidin rendelkezik olyan funkcids
csoporttal, amely a fiziologias pH kozelében disszocial (Id. 1. Tablazat). Emiatt a hisztidint
igen gyakran talaljuk olyan enzimek katalitikus helyén, amelyek protonatmenettel jarod
reakciokat (pl. hidrolizis) katalizalnak. A kiilonb6zé fehérjék miikodését a sejtben a
leggyakrabban poszttranszlaciés moédositasok szabalyozzak. A szerin, threonin és tirozin
oldallancok foszforiladcidja ilyen szabalyozofolyamatok alapjat képezi. A fehérjealkotd
aszimmetriacentrumot is tartalmazg izoleucin és threonin esetén a diasztereomeria jelensége is
felléphet. Az aminosavak kiralitasdnak a szerves kémiaban megtanult (és a Bioorganikus
Kémia jegyzetben leirt) ismeretek alapjan torténd részletes ismertetésére a gyakorlatokon
keriil sor.

Aminosavak téltésviszonyai. Az 0-aminocsoport gyenge bazisként, az a-karboxilcsoport pedig
gyenge savként viselkedik. Ha 0&sszehasonlitjuk a pK értékeiket (1d. 1. Tablazat) az
ecetsavéval (pK = 4,8), vagy az amino-metanéval (pK = 10,6) megallapithatjuk, hogy az a-
aminocsoport nitrogénjének elektronvonz6 hatasa a szomszédos karboxilcsoport
disszociacioképességét (savassagat) megnoveli, ezzel szemben a karboxilcsoport oxigénjeinek
és pozitiv  résztoltésli  szénatomjanak elektronvonzdé hatdsa az  aminocsoport
elektrongazdagsagat (protonvonzd  képességét, bazicitdsat) pedig lecsokkenti a
szubsztitudlatlan molekuldkhoz képest. Az aminosavak titralasi gorbéi a pufferekrdl és a



1. Tablazat: Aminosavak izoelektromos pontja, savas és bazikus csoportjaik pK értékei

Aminosav pl PKacoon pPKann: pK3
glicin (Gly, G) 5,97 2,34 9,60

alanin (Ala, A) 6,00 2,32 9,69

valin (Val, V) 5,96 2,32 9,62

leucin (Leu, L) 6,02 2,36 9,60

izoleucin (Ile, I) 5,98 2,36 9,68

szerin (Ser, S) 5,68 2,21 9,15

treonin (Thr, T) 6,16 2,71 9,62

cisztein (Cys, C) 5,02 1,71 10,78 8,27 (-SH)
metionin(Met, M) 5,74 2,28 9,21

fenilalanin (Phe, F) 5,48 1,83 9,13

tirozin (Tyr, Y) 5,66 2,20 9,11

triptofan (Trp, W) 5,89 2,38 9,39

prolin (Pro, P) 6,30 1,99 10,60

aszparaginsav (Asp, D) 2,77 1,88 9,60 3,65 (B-karboxil)
glutaminsav (Glu, E) 3,22 2,19 9,67 4,25 (y-karboxil)
lizin (Lys, K) 9,74 2,18 8,95 10,53 (g-amino)
arginin (Arg, R) 10,76 2,17 9,04 12,48 (guanidin)
hisztidin (His, H) 7,59 1,82 9,17 6,00 (imidazol)

tobbértékli savak (pl. foszforsav) titraldsi gorbéirdl tanultak alapjan torténd részletes
ismertetésére a gyakorlatokon keriil sor.

Az aminosavak, peptidek, fehérjék izoelektromos pontja az a pH, amelyen az adott
molekula toltéseinek Osszege nulla. Az izoelektromos pontot annak a két pK értéknek a
szamtani kozepe adja meg, amely az adott aminosav +0,5, illetve -0,5 t6ltéssel jellemezhetd
formajahoz tartozik. Az aminosavak adott pH-an jellemzd toltésének meghatarozasdhoz
érdemes az egyik pH extrémumbdl (erdsen savas, vagy lugos koézeg) kiindulva az aminosav
toltésvaltozasait nyomon kovetniink. Vegyiik példaként a glutaminsavat. 1-es pH-an mind az
o-, mind pedig a gamma-karboxilcsoportja protonaltan, azaz semleges formaban fordul eld.
Az a-aminocsoport is protonalt, amely a molekula egészének egy pozitiv toltést kolcsondz.
pH 2,2-nél (az a-karboxilcsoport pK értékével megegyezé pH-an, 1d. 1. Tablazat) az a-
karboxilcsoport felerészben mar elvesztette a protonjat, igy a molekula 6ssztoltése +0,5. A
gamma-karboxilcsoport pK értékével megegyezd pH-an, pH 4,2-nél az a-karboxilcsoport mar
teljesen a gamma-karboxilcsoport viszont még csak felerészben disszocialt, amely (az Q-
aminocsoport pozitiv toltésével egyiitt) az egész molekulanak -0,5 toltést kolesonoz. Igy a
glutaminsav izoelektromos pontja e két pK érték szdmtani kozepe, azaz 3,2 lesz. 3,2-es pH-n
tehat a glutaminsav 0ssztoltése nulla, hiszen a gamma-karboxilcsoport még szamottevoen
nem disszocidlt, az a-karboxilcsoport viszont mar igen, €s ez utdbbi negativ toltése kiegyenliti
az O-aminocsoport pozitiv toltését. (Pontosabb megkdzelitésben a gamma karboxilcsoportnak
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%-nyi asszocialva maradt a-karboxilcsoport egyenliti ki.) Az aminosavak titralasi gérbéinek



felvételére €s az amino, illetve a karboxilcsoportok kémiai reakcidinak a szerves kémiai
ismeretek alapjan torténd attekintésére a gyakorlatokon kertil sor.

Nem fehérjealkoto aminosavak. A tankonyv 1-1. dbraja a fehérjealkotdo 20 aminosav képletét
és osztalyozasat foglalja 0ssze. E mellett szamos olyan, bioldgiailag fontos aminosavat
ismeriink, amelyek nem fordulnak el fehérjékben. Ilyen példaul a koenzim A részét képezo
-alanin (NH,-CH,-CH,-COOH), az ingeriiletatvitelben fontos szerepet betoltd gamma-
amino-vajsav (GABA, Id. a tankonyv 214. oldala), vagy az urea ciklusban szerepet jatszo
ornitin ¢és citrullin (képletiiket 1d. a tankonyv 205. oldalan). A fehérjealkotdé aminosavak
dekarboxilezddésével bioldgiailag igen hatékony biogén aminok jonnek létre, mint pl. a
hisztidinbdl keletkez6 hisztamin (1d. a tankonyv 215. oldala). A tirozinbdl tobb szintetikus
1épéssel szamos katekolamin igy a dopamin, a noradrenalin és az adrenalin szintetizalodik (1d.
a tankonyv 427. oldala). Triptofanbol pedig szerotonin keletkezik a tankonyv 212. oldalan
ismertetettek szerint.

A biologiailag fontos peptidek koziil az inzulin, az oxitocin, a vazopresszin, és a pro-
opiomelanokortin peptidcsalad vazlatos szerkezetét mutatom be az 1. abran. A bemutatott
képletek alapjan néhany altalanositast is tehetiink. A biologiailag hatékony peptidek,
peptidhormonok szintézise igen gyakran egy prekurzor szdmos egymastkdvetd proteolitikus
hasitasdval megy végbe (lasd pl. pro-opiomelanokortinok, inzulin és az 1. abran nem
bemutatott glukagon). A peptidhormonokban igen gyakran talalunk diszulfid-hidakat. Ennek
az az oka, hogy a kisméretli peptidek 6nmagukban csak ritkan képesek stabil szerkezetet
kialakitani. A szerkezetiik stabilizalasat az inzulin, az oxitocin és a vazopresszin esetében a
diszulfid hidak biztositjak. Mas bioldgiailag aktiv peptidek (pl. az antibiotikum hatasu
bacitracin, gramicidin €és valinomicin) ciklizadlodassal, vagy (pl. az immunszuppressziv
ciklosporin esetén) néhany peptidk6tésiik nitrogénjének metilezésével ndvelik meg szerkezeti
stabilitdsukat.

2. A fehérjék elsodleges szerkezetének meghatarozasa

A fehérjék elsddleges szerkezetének (aminosav — sorrendjének, aminosav
szekvencidjanak) meghatarozasara alapvetéen két modszer, két megkdzelités ismeretes. E
modszerek kozil az elsd mar évtizedek oOta ismert, részletesebb targyaldsara tehat nem
ujdonsaga miatt, hanem a tankonyv kiegészitéseként keriil sor. A direkt fehérjeszekvenalas
soran a tiszta (mdas fehérjeszennyezddésektdl elvalasztott, izolalt) fehérjét alkalmasan
valasztott protedz vagy kémiai reakcio segitségével darabokra hasitjuk és az igy kapott
peptidek aminosav sorrendjét aminosav-szekvenatorral meghatarozzuk. A szekvenator
miikédése az Edman-lebontason alapul (Id. 2. abra). Az Edman-lebontds Iépéseit nem
megtanulandé tananyagként, hanem kiegészité ismeretként kozIom.
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Az Edman-lebontas soran a kivalasztott (és pl. magasnyomasu folyadékkromatografia, HPLC segitségével
izolalt) peptid N-terminalis szabad aminocsoportjaval fenil-izotiocianat 1ép reakcioba és az N-terminalis
aminosav fluoreszcens gytrts termék (U.n. fenil-tiohidantoin szarmazék) képzddése kdzben a peptidrdl leszakad.
Ujabb HPLC analizis segitségével a képzédott N-terminalis aminosav-szarmazék —azonosithaté. Ezzel
parhuzamosan az eredeti peptid N-terminalis melletti aminosavan egy szabad 0-amino csoport képzddik, amely
ujabb molekula fenil-izotiocianattal reagalva a masodik aminosav leszakadasat segiti eld. A reakcid korlatlan
ismételhetdségének (és igy korlatlan szdmu aminosav sorrendje felderitésének) az szab gatat, hogy az Edman
lebontas nem 100 %-os hatasfokkal megy végbe. gy a masodik aminosav leszakad4saval parhuzamosan az elsd
aminosav maradéka is levalik. Konnyen belathato, hogy a sokadik aminosav reakcidja esetén az éppen tdvozd

aminosavak keverékébdl nehéz megallapitani, hogy melyik is lehet az, amelyik legutobb tavozott.

Az Edman lebontas (és az e reakciot automatizald6 aminosav-szekvenator) csak 10-20
(kiilonleges esetben 60-80) aminosavbol 4all6 peptid szekvencidjanak meghatdrozasara
alkalmas. Emiatt van sziikség arra, hogy a fehérjéket akkora darabokra (peptidekre)
hasogassuk, amelyek szekvencidjat az Edman lebontassal mar végig meg tudjuk hatarozni. A
direkt fehérjeszekvenalas azonban nem ér véget azzal, hogy a fehérjébol kapott 6sszes peptid
aminosav sorrendjét meghatarozzuk, hiszen nem tudjuk, hogy milyen sorrendben voltak az
egyes peptidek az eredeti fehérjén beliill. A kirakosjatékhoz (puzzle-hoz) hasonld fejtord
megoldasa gy lehetséges, ha az eredeti fehérjét egy mas modszerrel is felhasogatjuk, és a
kapott peptidek aminosav sorrendjét ismét meghatdrozzuk. Ezen 1j, atfedd peptidek
tartalmazni fogjdk az eredeti hasitasi helyeket ¢s igy szekvenciajukbol az eredeti peptidek
egymas utani sorrendje meghatarozhato.

A fentiekbdl lathato, hogy a direkt fehérjeszekvenalds elég hosszadalmas. Még
nagyobb hatranya, hogy nagyobb mennyiségii (ez mg-ot jelent!) tiszta fehérjét igényel. Mivel
a szervezetben, sejtjeinkben nagyobb mennyiségben eléfordulod fehérjék aminosav sorrendje
mar ismert, mara azon fehérjék szerkezetének felderitése maradt, amelyekbdl csak igen
hosszadalmas (akar évekig tartd) munkaval, rendkiviil sok kiindulasi anyag felhasznalasaval
lehetne csak mg-nyi mennyiséget tisztitani. {gy a direkt szekvenalast tobbnyire csak igen
rovid, 10 kDa-nal kisebb fehérjék aminosav sorrendjének megallapitdsara alkalmazzak. Az
utobbi néhany évben a tomegspektrometrias eljarasok fejlodése a szekvenalashoz sziikséges
anyagmennyiséget jelentdsen lecsokkentette, igy az aminosav-analizisen alapuld
szekvenciameghatarozas ismét fellendiiloben van.

A direkt szekvenalds nehézségei miatt a nyolcvanas évektdl a fehérjék szerkezetét az
Oket kodolo DNS szerkezetének analizisével (a  fehérjét kodoldo  génszakasz
nukleotidsorrendjének felderitésével) vizsgaljuk. A folyamat Iépéseinek részletes targyaldsara
a félév masodik felében kertil sor, (Id. tankonyv 3.5. fejezete) most csak egy rovid vazlatot
irok le, amely jelzés jellegti. A kiindulasi anyag itt is az izolalt fehérje, de ehhez az eljarashoz
elég csupan néhany mikrogramm bel6le. A fehérjét az el6zé6 modszerhez hasonldan
feldaraboljuk, és a kapott peptideket Edman-lebontassal szekvencia-analizisnek vetjiik ald. A
fehérje peptiddarabjanak ismeretében a kisérletes munka sok esetben véget is ér, hiszen pl. ha
a fehérjék tartalmazo baktérium genomja ismert, elég a fehérjét kodolo nukleinsav-szakaszt a
genombol visszakeresni. Ha helyzetiink nem ilyen kényelmes, a fehérje néhany peptidje



aminosav sorrendje alapjan szintetikusan eléallitjuk a peptidet kodold nukleotidszakaszt, majd
a tankonyv 3.5. fejezetében ismertetett molekularis biologiai médszerekkel megkeressiik és
felszaporitjuk az adott gént, ¢és végill meghatarozzuk a gén nukleotidsorrendjét. A
nukleotidsorrendbdl a kddszotar alapjan az aminosav sorrend visszakdvetkeztethetd.

3. Mit lehet megtudni a fehérjék aminosav sorrendjéb6l?
3.1

Mindent. Mint késObb latni fogjuk, a fehérjék aminosavsorrendje szinte teljesen meghatarozza
szerkezetliket €s tulajdonsdgaikat. Ismereteink, modszereink gazdagodasaval (pl. a human
genom meghatarozasaval) hamarosan elériink egy olyan szintre, ahol egy 1j fehérje
“jellemrajza” a korabban felderitett fehérj¢k szerkezetével vald hasonldsagai alapjan pusztan
az aminosav sorrendje ismeretében szinte teljes mértékben megjoésolhato lesz.

3.2.

A. masodlagos szerkezet Egyszeri algoritmusokkal viszonylag nagy pontossaggal
megjosolhatd, hogy hol varhaté a-hélix, illetve B-redés lemez szerkezet megjelenése a
fehérjén beliil.

B. harmadlagos szerkezet Az utdbbi években megsziilettek azok az elsé mddszerek, amelyek
a fehérjék aminosav sorrendjébdl harmadlagos, azaz teljes térbeli szerkezetiikre képesek
kovetkeztetni. A harmadlagos szerkezet josldsanak az elméleti biokémikusok esztétikai
¢lvezetén til azért van nagy jelentdsége, mert a harmadlagos szerkezet rontgendiffrakcidval
torténd kisérletes meghatarozasdhoz a fehérjét kristalyositani kell. A megfeleld6 nagysaga
kristaly novesztése sokszor évek munkaja lehet. A harmadlagos szerkezet oldatformaban
torténd meghatarozasanak modszere, a magmagneses rezonancia spektroszkopia (NMR) pedig
csak jelenleg kezd képessé valni a 20-30 kDa-ndl nagyobb fehérjék szerkezetének
meghatarozasara. A harmadlagos szerkezetre az aminosav sorrendbdl az aminosav
oldallancok kolcsonhatasa soran fellépd kiilonb6zoé erdk becslésével és a fehérjelanc
energidjanak minimalizalasaval kovetkeztethetiink. Méas modszerek a fehérjeszerkezet
kialakulasa soran fellépd entropiavaltozasokat (Id. késobb) is figyelembe veszik. A legujabb
eljarasok segitségiil hivjak az alakfelismerésre alkalmasabb, G.n. “logikai” szamitdgépeket is.
E modszerek jelenleg csak akkor vezetnek sikerre, ha ismert valamilyen homoldg fehérje
pontos szerkezete. Mivel azonban a fehérjék meglepden kevésfajta (jelenlegi ismereteink
szerint néhany tucat) alapvaz szerint tekerednek, ez az els0 ranézésre igen szigoru kitétel
egyre tobb fehérje 3-dimenzids szerkezetének becslését teszi lehetove.

C. fehérjemolekula elhelyezkedése a sejten beliil (a) A membranalkotd lipideknek a
membranok kozepén elhelyezkedd szénhidrogén lancai nem képesek hidrogén-hid kotések
kialakitasara. Fehérjemolekulak membranba épiiléséhez sziikkség van egy olyan hidrofob
szakaszra az aminosav szekvencidjukon beliil, amely eleget tesz annak a kritériumnak, hogy
nincs sziiksége a kornyezetével alkotott hidrogén-hid kotésekre. Ilyen szakaszok (20
aminosavnal t6bbet tartalmaz6 hidrofob a-hélixek, illetve a-helikalis, B-red6s lemez részletek
kombinacioi) kialakulasa az aminosav sorrend ismeretében megjosolhatd. (b) Az eukariota
sejtek kiilonb6z6 membranokkal hatarolt kompartimentumokbdl (sejtmag, mitochondrium,
lizoszéma, endoplazmas retikulum, peroxiszoma, stb.) épiilnek fel. E szubcellularis



organellumok belsejébe a frissen szintetizalt fehérjemolekulak kiilonb6zd, a tankonyv 3.4.
fejezetében Gsszefoglalt transzportrendszerek segitségével jutnak be. E transzportrendszerek a
transzportaland6 fehérje rovid aminosav-szakaszait, (.n. transzport szigndljait ismerik fel. igy
a fehérje aminosav sorrendje altal kodolt transzport szignalok felvilagositast adhatnak a
fehérje elhelyezkedésére a sejten beliil.

D. a fehérjemolekula stabilitasa Szervezetiink fehérjéit ¢€letilkk soran kiillonbozo karos
behatasok (pl. oxidacid, cukor-addicid, részleges denaturacio, stb.) érik. Emiatt sziikségessé
valik a funkciojukat kevéssé, vagy nem betdltd fehérjemolekulak lebontasa, amit a sejt
lizoszomalis, vagy extralizoszomalis fehérjelebontd rendszerei végeznek el. A részleges, vagy
teljes proteolizis jonéhany esetben (pl. a sejtciklust szabalyozo ciklinek lebontasa) fontos
szabalyozo szerepet is betolt. A fehérjemolekulak féléletideje a percek és a napok kozott
valtozik. Bizonyos aminosavak (pl. prolin-glutaminsav-aszparaginsav-szerin-threonin
tartalmu, az aminosavak egybetiis kodjaval az angol pestis szdéval megegyez0 PEST-nek
roviditett) szigetei igen labilissa teszik az Oket hordoz6 fehérjéket. Ennek valdsziniileg az az
oka, hogy kiilonb6z0 protedzok ezeket a szekvenciakat ismerik fel. Ezek és mas szerkezeti
jellemzék alapjan az aminosav  sorrendbdl a fehérje varhaté élettartamara is
kovetkeztethetiink.

E. szabdlyozdas A fehérjék szintézisiik utan szdmos 0.n. poszttranszlaciés modosuldson (pl.
foszforilacio, glikozilacid, lipid-addicio, metilacio, szulfat-addicio, stb.) mennek keresztiil. Az
ezeket a folyamatokat katalizdld enzimek csak bizonyos, meghatarozott fehérjerészleteket
ismernek fel. Igy a fehérjék aminosav sorrendjébdl késébbi modosulasaikra is
kovetkeztethetiink. A poszttranszlacios modositasok a fehérjefunkciok szabalyozasanak egyik
legfontosabb eszkozei.

F. a fehérje funkcioja Az aminosav sorrendbdl nyerhetd informaciok koziil a legfontosabbat, a
fehérje funkcidjanak, aktivitasinak megjoslasat hagytam a végére. A késdbbiekben
részletesebben is kifejtem, hogy a fehérjék bizonyos szakaszai (doménjei) meglehetds
valtozatlansaggal 6rzédtek meg az evolucid soran. Ebbdl fakadoan szamos fehérjeszerkezeti
elemhez meghatarozott fehérjefunkciok (mas fehérje, DNS, RNS, ion, kofaktor kotése,
enzimaktivitas) rendelhetok.

A fehérjék aminosav sorrendjébdl nyerhetd informacidsereg nem csak azért fontos,
mert a fehérje szekvenciaanalizisével egész “jellemrajzat” a keziinkbe adja, hanem a
kiilonbozd genetikai manipulacidkkal megteremti a lehetdségét bizonyos fehérjetulajdonsagok
tervezett és célzott megvaltoztatdsanak. A Human Genom Project-tel (HUGO), azaz a teljes
emberi genom szekvencidjadnak felderitésével egyre tobb olyan fehérje aminosav sorrendjét
ismerjiilk meg, amelyet még soha senki nem kiilonitett el, nem analizalt. A fenti modszerekkel
nyerhetd informaciok hozzéasegitenek ahhoz, hogy ezen funkciotlan fehérjék tényleges
fiziologiai szerepét hamarabb megtalalhassuk.

4. A fehérjék szerkezete

A peptidkotés a karbonilcsoport Trelektronjainak €s a nitrogén nem-kotd
elektronparjanak  delokalizaléddsa miatt plandris, merev szerkezeti. A fehérjék
peptidlancaban forgés csak az a szénatom melletti két 0 (szigma) kotés mentén lehetséges (1d.
tankonyv 1-5. dbraja). A két 0 kotés helyzetét jellemzd szogpar azonban a peptidkdtést alkotd



csoportok €s az aminosav oldallancok térigénye miatt nem vehet fel tetszoleges értékeket. Ha
a fehérjékben ténylegesen eloforduld szégparok értékeit abrazoljuk, az u.n. Ramachandran-
diagramhoz jutunk (ld. 3. abra). A Ramachandran-diagramot megfigyelve azt tapasztaljuk,
hogy a lehetséges szogparok zome viszonylag kis szigetekre koncentralodik. Egy-egy ilyen
sziget egy meghatarozott masodlagos fehérjeszerkezeti elemnek (0-hélix, B-red6zott lemez, 3-
hajtli, illetve mas tipusu hélixek) felel meg. Az egyedi szogparok altalaban rendezetlen
(random coil) strukturakat jelolnek.
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3. abra: A peptidkotés forgasi szogei €s a Ramachandran-diagram

A tankonyvben ismertetett legfontosabb szerkezeti elemek, az a-hélix, a [3-redds
lemez és a [-hajtii koziil elséként az a-hélix néhany tovabbi tulajdonsagat szeretném
ismertetni. Az 0-hélix jobbmenetessége a fehérjealkoté aminosavak L konfiguraciojabol
kovetkezik, ugyanis balmenetes a-helikélis struktirdban az L-aminosavak oldallancai a
kozeliikben 1évo peptidkotések karbonilcsoportjaival “kocogndnak”. A fehérjék masodlagos
szerkezeti elemei, pl. a mindig jobbmenetes a-helikalis struktara az ket alkotd6 aminosavak
kiralitasatol fiiggetleniil is optikailag aktivak. A poléaros fény sikjanak elforgatasahoz ezek a
tiikorképi parjukkal fedésbe nem hozhaté (optikailag aktiv) masodlagos szerkezeti elemek az
egyedi aminosavaknal sokkal nagyobb mértékben jarulnak hozza, emiatt lehet a
forgatoképesség hulldmhosszfliggését a masodlagos szerkezet meghatarozasara hasznalni. Az
o hélixek dipdlusok, N-terminalis régiojuk kb. +0,5, C-terminalisuk pedig -0,5 toltéssel
rendelkezik.

A masodlagos szerkezeti elemek koéziil még a [B-hajtli (vagy B-gorbiilet) néhany
sajatossagara szeretném felhivni a figyelmet. Négy aminosav a tankonyv 1-9. dbran ismertetett
moédon G.n. B-hajtii (B-gorbiilet, B-turn) struktarat képezhet. A [B-hajtiit az els6 és a negyedik
aminosav kozotti hidrogén-hid kotés tartja 6ssze. A B-hajtiiben a polipeptidlanc megfordul,
emiatt ilyen szerkezeti elemek igen gyakran a fehérjemolekula kiils6 részén fordulnak el6. A
fehérjefelszinen megjelend B-hajtli részletek részt vesznek a fehérjemolekulak egymashoz
kotésében. Sejtjeinkben igen sok jelatviteli folyamat fehérjekomplexek kialakuldsaval és
elbomlasaval megy végbe. E molekularis torténésekben szamos esetben a felszini [-hajtitk
kitiintetett szerepet jatszanak.
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4. abra: Supersecondary structures

Masodlagos szerkezeti elemek (a-hélixek, B-red6s lemezek, B-hajtiik) sok esetben
meghatarozott kombinacidkban fordulnak eld. Ezeket a kombindciokat (1d. 4. abra) u.n.
“supersecondary structure”’-nek, azaz a masodlagos ¢és a harmadlagos szerkezet kozotti
(“harmadfeledleges”) szerkezeti elemeknek nevezziik. Megkiilonboztetésiik azért is indokolt,
mert ezen szerkezeti elemek nagy konzervativitassal oroklédnek a fehérjék molekularis
evoluciodja soran. A konzervativ 6roklodés egyik egyik legfontosabb oka, hogy az a-hélixek és
a [B-redds lemezek az egyetlen olyan fehérjeformaciok, amelyek hézagmentesen képesek
egymashoz illeszkedni. A tomor, hézagmentes felépités a globuléris fehérjék hidrofob
magjanak igen fontos szerkezeti sajatossaga. Ugyanakkor azon struktirdk szama, amelyek
ennyire szorosan tudnak egymashoz illeszkedni, meglepden csekély, igy nem csoda, hogy a
sikeres Osszeallitasok (amelyek megegyeznek a leggyakoribb supersecondary structure-okkel)
megorzodtek az evolucio soran.

A harmadfeledleges szerkezetek szamos esetben meghatarozott funkciokat is
hordoznak. Ezen funkciokra jo példak a két a-hélixbdl alkotott kalcium-kotd “EF-kéz”, a
négy cisztein és hisztidin oldalldanccal komplexet képzd cink ionnal stabilizalt “cink-ujj”,
amely a fehérjék DNS-hez, illetve (4.n. LIM-doménként) foszfotirozinokhoz valo kotésében
vesz részt. A két hidrofob felszinnel rendelkezd a-hélix altal alkotott “leucin-zipzar” szintén
DNS-kot6 fehérjeelem (Id. 5. dbra). E fehérjék szerkezetének és funkcidjanak 6sszefliggéseit a
biokémia targy tovabbi fejezeteiben fogjuk ismertetni, jelenleg csak példaként szerepelnek a
segédletben.
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EF-kéz cink-ujj leucin zipzdr

EF-kéz cink-ujj leucin zipzar

5. abra: EF-kéz, cink-ujj ¢és leucin-zipzar (Az EF-kéz E és F a-hélixei kozotti zseb
aszparaginsav ¢s glutaminsav oldallancai komplexet képeznek a koté kalciumionnal; a cink-
ujj ciszteinjeinek SH-csoportjai és hisztidin imidazoljainak nitrogénjei szolgalnak a cinkionok
ligandumaiként; a leucin-zipzar ‘“ragadds”, egy egyenes mentén elhelyezkedd hidrofob
leucinjait az abran sziirke korok jelolik)

Egy vagy tobb “supersecondary structure” fehérjedomént alkot. A fehérjedomén az
evolucido sordn olyan, viszonylagosan konzervativan meg6rzott fehérjeelem, amelyhez
meghatarozott funkcié rendelhet. gy pl. beszélhetiink nukleotidkotd-, kinaz-, illetve
foszfataz-doménekrél. Egy fehérjemolekulaban tobb domén is eléfordulhat. A kiilonb6z6
domének igen gyakran csak egy vékony, strukturdlatlan fehérjeszakasszal kotddnek
egymashoz, amely biztositja egymastol tobbé-kevésbé fiiggetlen konformécidvaltasukat és azt
is eredményezi, hogy az egyes fehérjedomének limitalt proteolizissel egymastol
elkiilonithetok. (A protedz jobban hozzafér a szabadonhagyott 6sszekotd fehérjeszakaszokhoz,
mint a domének belsejében 1évo globularis struktarakhoz.)

A domének viszonylagos konzervativitasa €s egymastol valo elég nagy fiiggetlensége a
modularis evolucio elméletével magyarazhat6. Ezen elmélet azon megfigyeléseket foglalja
Ossze, amelyek kimutattdk, hogy egymadstdl igen kiilonbozdé funkcidju fehérjékben igen
gyakran hasonld (és hasonlo részfunkciokat betdltd) domének fordulnak eld. A sejt “nem
pazarol”. Ha mar egyszer “rajott” arra, hogy milyen fehérjedomén a legalkalmasabb arra, hogy
pl. a fehérjét az aktinszalakhoz hozzakdsse, akkor ugyanezt a domént alkalmazza akkor, ha
egy a sejtmetabolizmusban és akkor is, ha egy a jelatvitelben hasznalatos enzimet kell az
aktinhoz hozzakdtnie. A fehérjedoméneket kodold génszakaszok gyakran egyiitt cserélddnek,
vandorolnak a kiilonb6zo gének kozott az evolicid sordan. A fehérjedomének megdrzését az is
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indokolja, hogy viszonylag kevés olyan fehérjetekeredési alapstruktiara ismeretes, amely nem
valtozik meg (nem megy tonkre), ha az 6t alkotd6 aminosavakbdl jonéhany random mutacioval
kicserélodik. Emiatt ezek az “evolucioképes” fehérjeformék a foldi élet megdrzésre érdemes
nagy kincseivé Iéptek elo.

5. A fehérjék szerkezetét kialakito és stabilizalé erok

A fehérjék létrejottének elengedhetetlen feltétele a peptidkotések kialakulasa. Ha a
fehérjéket azonban csak a peptidkotések tartanak Ossze, akkor egy fehérjének szamtalan
stabilizalja. Ezek koziil a legnagyobb energiaval a diszulfid-hid kotés bir, amely két cisztein
aminosav oldallanc SH csoportja enyhe oxidaciojaval 1étrejovo kovalens kotés.

Az egyedi kotések kozil a hidrogen-hid kétés erdssége atmenetet képez a kovalens ¢€s
a masodlagos kotések kotéserdssége kozott. Az a-hélixeket és a 3-redds lemezeket stabilizalo,
peptidkotésekbol szarmazo hidorgénhidkdtések mellett az aminosav oldallancok (pl. szerin,
threonin —OH csoportok, aszparaginsav, glutaminsav karboxilcsoportjai, hisztidin
imidazolgyliri nitrogénjei, lizin amino csoportja, stb.) is képesek hidrogén-hid kotések
kialakitdsara, amelyek mind fontos szerepet toltenek be a fehérjék harmadlagos és
negyedleges szerkezetének kialakitasaban.

Megjegyzés: a tovabbiakban az anyaghoz nem szorosan kapcsolddoan a hidrogénkotésrol
nyert ismereteink Osszefoglaldsa kovetkezik. Az ismeretek részletesebb kifejtésére a
témakorrel kapcsolatban a vizsgakon nyert szomorua tapasztalataim késztettek.

A hidrogén-hid kotés egy kvazi-kovalens kotés, amelyben a kdzponti proton “atugorhat” a donor hidfdatom
szigma kotésébol az akceptor hidféatom magéanyos elektronparjdhoz és atmenetileg az utdbbival 1étesithet dativ
jellegti szigma kotést. A proton ilyen furcsa viselkedésére (“ugralasara™) az ad lehetséget, hogy kis mérete révén
a protonnak is van (bar az elektronndl joval kisebb mértékben) hullimtermészete. gy a hidrogén-hid kotést
létesitd proton a két elektronpar tartozkodasi maximuma kozotti “senki-foldjén” (energiagaton) sajat
kvantummechanikai helybizonytalansdgabdl adodoé u.n. “alaguteffektussal” jut at. A hidrogén-hid kotés
létrejottéhez természetesen sziikséges, hogy a donor hidféatom szigma-kotése a protont “elengedje”. Ehhez az
kell, hogy a szigma kotés kozel legyen a donor hidfdatomhoz, azaz, a donor hidféatomnak nagy
elektronegativitdsinak kell lennie. (Ahhoz, hogy a proton az “atugrds” utan vissza is tudjon ‘“ugorni”
természetesen az akceptor hidféatomnak is hasonléan nagy elektronegativitassal kell birnia.) A peptidktések NH
csoportjanak hidrogénje és karbonilcsoportjdnak oxigénje (megfeleld, linearis elrendezddésiik esetén) idedlis
partnerek hidrogén-hid kotések kialakitasara. A hidrogénhidkotés két hidféatomjanak tavolsdga egyben a kotés
energidjat is megszabja. Minél kozelebb van egymashoz a két hidféatom, annal nagyobb a képzett kotés

energidja.

A sejtjeinkben, szervezetiinkben eléforduld semleges pH-n a savas aminosav
oldallancok (pl. aszparaginsav, glutaminsav) negativ, a bazisosak (pl. arginin, lizin) pozitiv
toltéssel rendelkeznek. A pozitiv és negativ toltések “parosodasabol”, az u.n. soé-hidak, so-
kotések képzOdésébdl jelentds energianyereség szarmazik. Ha nem egy teljes toltés alakul ki a
fehérjemolekuldn  beliil, hanem a kiilonb6z0 elektronegativitasi atomok miatt
elektroneltolodds megy végbe ¢és ennek kovetkeztében résztoltések keletkeznek, ezen
ellentétes résztoltések parosodasa is energianyereséggel jar. A résztoltések kialakulasa révén
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keletkez6 dipolusok kozti Coulomb vonzoéerdket masodlagos kotéerdknek, vagy van der
Waals er6knek hivjuk.

A fehérjék szerkezetének kialakitasaban szerepet jatszo erdk koziil az u.n. hidrofob
kolcsonhatasokrol nem tettem még emlitést. Globularis fehérjék vizes oldataban (és a vizes
oldatokbdl kristalyositott fehérjekristalyokban) a hidroféb aminosav oldallancok a fehérje
belsejében taladlhatoak, a hidrofil oldallancok pedig a fehérje felszinén helyezkednek el.
Korabban ugy gondoltdk, hogy ezt az altalanosan jellemzd elrendezddést a hidrofob
oldallancok van der Waals féle vonzasa stabilizalja. A hetvenes évek elején javarészt Tanford
munkdassaga alapjan jottek ra arra, hogy a hidrofob kodlcsonhatdsok mértéke joval meghaladja
azt a szintet, ami pusztan a van der Waals kotéerdk hatasdval magyardzhato lenne. Kidertilt,
hogy a globularis fehérjék harmadlagos szerkezetének stabilitasat egy, a fehérjéktol fiiggetlen
tényez0, a viz szerkezete biztositja. A viz sok szempontbdl szinte “kvazikristalyos™” anyagként
viselkedik a benne talalhatdé nagyszamu hidrogén-hid kotés stabilizald hatasa miatt. Konnyen
belathato, hogy ezen hidrogén-hid kotések megbomlasa igen nagy energiaveszteséggel jar.
Hidrofob anyagok képetelenek a vizmolekulakkal hidrogén-hid kotéseket létesiteni, igy a
viz/hidrofob hatarfeliilleten a viz hidrogén-hidas szerkezete megtorik. Emiatt a jelentOs
energiaveszteséggel jaro szerkezettorzulas miatt a viz igyekszik a hidrofoéb anyagokat a lehetd
legkisebb térfogatra Osszeszoritani (gondoljunk pl. a vizen sz6 olajcseppre), hogy ezéltal
minimalizalja az érintkez6 feliiletet. gy mar konnyen érthetd, hogy nem a fehérjemolekula
hidrofob magjanak 6nvonzasa, hanem a fehérjét koriilvevd viz hidrogénhidas szerkezetének
lehetd legteljesebb megdrzése az a hajtoerd, amely a fehérjék “bent hidrofob, kint hidrofil”
harmadlagos szerkezetét stabilizalja. A fentiekbdl egyszersmint az is kovetkezik, hogy a
fehérjék alakjara az oket koriilvevé kozeg viszonylag kis valtozasai is igen nagy hatassal
lehetnek.

A fehérjék szerkezetének kialakitdsdban és megorzésében a legnagyobb szerepet az
utoljara emlitett hidrofob ¢és van der Waals erdk jatsszak. A fehérjemolekuldkon beliili
hidrogén-hid kotések hatdsa szamottevd (egy aminosavra atlagosan 0,75 H-hid kotés esik),
mig az egyenként nagy energiat képvisel0 so-kotések ¢€s diszulfid hidak 0Osszeségiikben
(csekély szamuk miatt) csak kevéssé jarulnak hozza a fehérjeszerkezet kialakulasdhoz.

6. A fehérjék szerkezetének kialakulasa in vitro

In vitro koriilmények kozott a fehérjék szerkezetének kialakuldsa viszonylag
egyszerlien vizsgalhatd. A fehérjét elészor valamilyen reverzibilis behatassal denaturaljuk,
majd a denaturdloszert eltavolitva kiilonbozd mérési eljarasokkal a fehérje szerkezetének
kialakulasat folyamatosan nyomon kovetjik. A fehérjék harmadlagos szerkezetének
kialakulasa nem egymasraépiild 1épések egyenes lancolataként irhatdo le, hanem olyan
folyamat, amelyben szamtalan zsakutca van €s a nativ, alacsony energiaju szerkezetét kereso
abra). A szerkezet kialakuldsa gyors 1épésekkel indul, a folyamat lassu, sebességmeghatarozo
1épései a nativhoz kozeli allapot kifejlodésére jellemzdek.

A fehérjeszerkezet kialakulasanak elsé --gyors-- lépései soran azok az egymas melletti
aminosav oldallancok rendezddnek Ossze, amelyek a-helikalis, illetve B-hajtiis szerkezetek
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kialakitasara képesek. Ennek az az oka, hogy (a) az egymas melletti aminosav oldallancok
konnyen megtalaljak egymast (az aminosav oldallancok lokalis koncentracioja 108 és 101!
mol/liter koz¢é esik!), (b) a kozel fekvé aminosavak kozotti hidrogén-hid kotések
kialakulasdnak valdszintisége magas, és (c¢) a stabilizalodo fehérjeszerkezet csak viszonylag
kis fehérjerészletre terjed ki, igy a kialakuldsaval egyiitt jar6 entropiacsokkenés viszonylag
kicsi (a termodinamikai vonatkozasok részleteit 1d. késébb). A B-redds lemezek kialakulasa
azért koveti az o-hélix és a [-hajti megjelenését, mert benniik egymastol tavollévod
aminosavak kozott 1étesiilnek hidrogén-hid kotések, ami mindhédrom fenti szempont alapjan
sokkal nehezebben kovetkezik be.

Az a-hélixek és a [B-hajtiik kialakulasaval parhuzamosan az el6zéekben részletezett
hidrofob effektus miatt a fehérje hidrofob magja “6sszeugrik”, egy vagy tobb hidrofob csomd
képzdédik. Ezen hidrofob kollapszus (6sszeugras) soran a fehérjének egy olyan magja alakul
ki, amely a tovabbi rendezOdési folyamatokat nagymértékben meggyorsitja. A
fehérjeszerkezet kialakuldsanak ezen autokatalitikus (Ongyorsitd) sajatossaga nélkiil a
vilagegyetem egész eddigi ¢letkora sem lett volna elegendd egyetlen darab fehérjemolekula
teljes szerkezetének kialakulaséhoz (Levinthal-paradoxon).

A harmadlagos szerkezet kialakuldsanak ezen kezdeti 1épései rendkiviil gyorsan, a
masodperc tort része alatt lezajlanak. A kezdeti 1€pések utan egy stabil, koztes intermedier, az
u.n. “olvadt gomboc” (molten globule) keletkezik. Az olvadt gombdc masodlagos szerkezeti
elemei (igy bizonyos [B-redés lemezek is) tobbé-kevésbé kialakultak, a harmadlagos
szerkezete azonban erételjesen fluktual. Az olvadt gomboc forméaban 1évé fehérjemolekula a
hidrofob kollapszus miatt elég kompakt, a denaturalt fehérje osszes térfogatanak mintegy 10-
20 %-at teszi ki, és térfogata csak 10-20 %-kal nagyobb a nativ fehérje térfogatinal. A
harmadlagos szerkezet kialakulatlansaga miatt az olvadt gomboc még tartalmaz felszini
hidrofob részleteket, ezért aggregaciora hajlamos. Az olvadt gombdc szerkezetben még
eléfordulnak a fehérje belsejében 1évo vizmolekuldk, amelyek a nativ szerkezet kialakulasa
soran “kipréselddnek” a hidrofob kdrnyezetbdl.
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6. abra: a fehérjeszerkezet kialakulasanak 1épései in vitro
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7. abra: a prolin melletti cisz/transz peptidkotés

A fehérjeszerkezet kialakulasanak zaro-, sebességmeghatarozo 1épései soran keriil sor
az egyedi, nagyenergiaju kotések, igy a diszulfid-hidak és a so-kotések kialakuldsara. Ebben a
fazisban keriil sor a prolin melletti peptidkotések (az egyetlen olyan peptidkotés, amely az
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altalanosan jellemzod transz helyzet mellett cisz allapotban is eléfordulhat — 1d. 7. dbra —)
cisz/transz izomerizacidjara is.

E zarolépések azért maradnak a folyamat végére, mert legtobbszor a fehérjelancban
egymastol tavoli csoportok kolcsonhatasat feltételezik. Az ilyen kdlcsonhatasok 1étrejottiik
esetén is tul nagy entropiaveszteséget jelentenének abban az esetben, ha a fehérjeszerkezet
tobbi eleme az adott —SH csoportokat, illetve ionokat nem hoznd amugy is egymashoz kozel.

A zarolépések azért sebességmeghatarozdak, azért lassuak, mert ritkdn fordul eld,
hogy az egymassal kdzvetlen kolcsonhatasba 1ép6 csoportokat a fehérje tobbi része teljesen
optimalis helyzetbe hozna a kozottiik 1étesiilé kotés kialakulasahoz. Igy a kotés 1étesitéséhez a
résztvevo csoportoknak egy konformécids energiagatat kell lekiizdeniiik (a folyamat aktivalasi
energidja nagy), ami nem ritkdn a fehérje mas részein ‘“nagyenergidju”, a lokalis
energiaminimumnal magasabb energiadllapotban 1évd szerkezeti elemeket stabilizal. E
nagyenergidju helyek fennmaradasanak jelent0ségére a folyamat termodinamikai jellemzése
soran fogok visszatérni.

A konformdcios energiagat abban a gyakori esetben is jelentkezik, amikor a tekeredd
fehérje belsd, hidroféb magjanak kell alaposan atrendezOdnie ahhoz, hogy az “olvadt
gombdce” allapotnal tdmorebb, nativ szerkezethez eljusson. A hidrofob kollapszus soran
ugyanis a fehérjét a viz altalaban til szorosan préseli 6ssze €s emiatt a belsejében nem marad
elég tér arra, hogy a rosszul Osszetekeredett hidrofob polipeptidlanc a nativ szerkezetet
felvehesse.

7. A fehérjeszerkezet kialakulasanak termodinamikai viszonyai

Ahogy a fehérje szerkezete kialakul, a fehérje egyre rendezettebb allapotba keriil, azaz
entropidja csokken. A folyamat entalpiavaltozasa szintén negativ, hiszen a rendezddés soran
kiilonboz6 kotések kialakulasa zajlik, amely energianyereséggel jar (a folyamat exoterm). A

AG=AH-Tx AS

egyenlet értelmében az entropiacsokkenés az entalpiacsokkenés ellen dolgozik, €és ez a hatas
termodinamikai oka. Az entrépia €s az entalpia hatdsa meglehetésen kiegyenlitett, igy a
folyamat szabadentalpiavaltozasa elég mérsékelt, -20 és -70 kJ/mol kozé esik. Ha a
fehérjeszerkezet kialakulasdt nagyobb szabadentalpiacsokkenés kisérné (a fehérje a nativ
konformécio kialakulasdval mélyebb energiagdddrbe zuhanna bele) a kialakult szerkezet igen
stabil lenne. Ez erdteljesen csokkentené annak a valoszinliségét, hogy a nativ fehérje
konforméacidvaltozasokon menjen keresztiil, ami gatat szabna a legtobb enzimfunkcionak és
jelatviteli  folyamatnak. A nativ  fehérjekonformécié  kialakulasaval  egyiittjard
szabadentalpiacsokkenés haromszor-6tszor nagyobb értéke esetén a foldi €élet nem (vagy nem
fehérjékre alapozottan) jott volna létre.

Mint az el6z6 fejezetben mar emlitettem, a fehérjék nativ szerkezetében a szerkezeti
részletek dontd tobbségének energiaminimuma lokalisan nagyenergiaju részleteket, 0.n. aktiv
helyeket hoz 1étre. Ezeken az aktiv helyeken olyan konformécids fesziiltség 1¢ép fel, amely a
fehérjemolekula tovabbi atalakuldsa révén mar nem tud stabilizalédni. A fehérje ilyen aktiv
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helyei csak akkor képesek arra, hogy tovabb stabilizdlodjanak, ha valamilyen mas molekulat
megkotnek. Termodinamikai szempontbdl a fehérjék aktiv helyeinek léte adja meg az
enzimmikodésnek a magyarazatat, hiszen ha a fehérjemolekula minden részlete az elérhetd
legstabilabb konformécidoban lenne, nem tudna olyan konformaciés atmeneteket 1étrehozni,
amelyek atsegitik a szubsztratot a katalizalando6 reakcid energiagatjan.

A fentieknek megfelelden a fehérjék kialakulasa nem minden esetben all kizarolag
termodinamikai kontroll alatt. A fehérjék nem minden részlete éri el a lehetséges
energiaminimumot, emiatt szerkezetiik kialakuldsa tgynevezett kinetikai kontroll alatt all,
amely azt jelenti, hogy az energiaminimum elérés¢hez sziikséges konformaciovaltozasoknak
olyan nagy az aktivalasi energidja, amely e konformécidvaltozasok sebességét igen
lecsokkenti.

8. Kiilonbségek az in vitro és in vivo fehérjeszerkezet kialakulas kozott

A ribonukleaz enzim reverzibilis denaturacidja (Anfinsen-kisérlet) azért volt a
fehérjebiokémiai kutatdsok Nobel dijjal jutalmazott jelentds mérfoldkove, mert bizonyitotta,
hogy a fehérjére jellemzd Osszes informacid a fehérje primer szerkezetével (az aminosav
szekvenciaval) meghatarozott és hogy a fehérjeszerkezet kialakuldsa spontan folyamat.

Az Anfinsen-kisérlethez hasonld in vitro fehérje-renaturdci6 azonban szamos
vonatkozasaban eltér a fehérjék in vivo koriilmények kozotti “betekeredésétdl” (folding-jatol).
Az in vitro folyamat sok esetben orak alatt megy végbe, mig az in vivo betekeredés legfeljebb
perceket vesz igénybe. In vitro a fehérjekoncentraciot nem lehet 0,1-1 mg/ml f6l¢ emelni,
mert ellenkezd esetben a kezdeti, kitekeredetthez kozeli allapotok és az olvadt gombodc
intermedier hidroféb felszinei miatt a tekeredd fehérjék intenziv aggregacidja kovetkezik be.
In vivo a fehérjekoncentracié ennél legaldbb szazszor magasabb, aggregicid mégsem
tapasztalhat6. In vitro az egész fehérje egyszerre tekeredik, in vivo a riboszomabdl “kibtjé”
nascens fehérjének eldszor az N-terminalisa nyerheti el végleges allapotat, amit csak késdbb
kovethet a fehérje szintézisének végén megsziileté C-termindlis betekeredése.

Megallapithaté tehat, hogy in vivo koriilmények kozott kell hogy legyenek olyan
mechanizmusok, amelyek védik a naszcens fehérjét az aggregacio €s a “tal korai” (csak az N-
terminalisra kiterjedd) betekeredés ellen, visszaforditjdk a tekeredd fehérjéket a tekeredés
zsakutcaibol és meggyorsitjak a fehérjeszerkezet kialakuldsanak zaro, sebességmeghatarozo
1épéseit: a prolin melletti peptidkotések izomerizaciojat, a diszulfidhidak kialakuldsat és a
hidrofob mag lasstt rendezddését. E feladatokat a sejten beliill az 0.n. dajkafehérjék
(angolszasz irodalomban: molekularis chaperonok) latjak el.
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9. A dajkafehérjék

Egy kozhasznu definicio szerint a dajkafehérjék olyan fehérjék, amelyek mas fehérjék
instabil konformerjeihez kotve, azt stabilizalva, megszabjak az adott fehérje sorsat a sejten
beliil. A megjeldlésiikre az angolszasz irodalomban hasznalatos chaperon szé francia eredetii,
gardedamot jelent, hiszen ezek a fehérjék ugy kisérik, iranyitjak a tobbi fehérjét, mint ahogy a
gardedamok iranyitottak, ovtak a siild6 leanykakat a hajdanvolt balokon.

A dajkafehérjék koziil szamos fehérje szintézise valtozatos kornyezeti stresszek (pl.
hé-sokk, gluk6z megvonds) hatasara szamottevoen megemelkedik. Ezek a ho-sokk fehérjék
(Hsp-k) ¢és glukoz-regulalt fehérjék (Grp-k) a stressz hatasdra karosodott fehérjék
“helyretekerésében” kozremiikodve egy Osi, sejten beliili védekezési mechanizmus elemeit
alkotjak.

A fentiek értelmében a naszcens fehérjék aggregécio elleni védelmét és N-terminalis
részletiik “id6 eldtti” betekeredésének megakadalyozasat a riboszoémaval asszocialt
molekuléris chaperonok, leginkabb a 70 kDa-os hé sokk fehérjék (Hsp70) latjak el. A
riboszoma mellett “varakoz6” Hsp70 molekuldk mintegy “réiilnek” a naszcens fehérje eldszor
szintetizal6do N-terminalis részletének hidrofob szakaszaira és megvédik, tovabbi tekeredésre
képes (folding-competent) allapotban tartjak e fehérjelemeket. A kiilonbozé dajkafehérjék a
nativ konformaciojukat még el nem nyert, illetve a stresszhatdsra részlegesen denaturalt
fehérjéket leginkabb hidrofob felszineik alapjan ismerik fel.

A fehérjék konformacioja kialkulasdnak zard I1épései koziil a diszulfidhidak
keletkezését a protein-diszulfid-izomerdaz enzim segiti. Az enzim (amelyet Anfinsen
csoportjaval parhuzamosan két magyar tudds, Venetianer Pal és Straub F. Bran6 fedezett fel,
akik a protein-diszulfid-izomerazt tekeraz-nak nevezték el) a cisztein oldallincok —SH
csoportjainak reverzibilis oxido/redukciojat katalizalja, és kdzben segiti a diszulfid hidakkal
leginkébb az endoplazmatikus retikulum lumenében fordul eld, amely sokkal oxidaltabb, mint
a citoplazma, ¢s igy kedvez a diszulfid hidak kialakuldsanak. Az endoplazmatikus retikulum
oxidacids allapota atmenetet képez a citoplazma ¢és az extracellularis kornyezet
redoxpotencialja kozott és igy protein-diszulfid-izomerdzzal egylitt fokozatosan felkésziti a
szekréciora, illetve a plazmamembran kiilsé oldaldra keriilé fehérjéket a sejten kiviili tér
sokkal oxidativabb kornyezetére. A prolin melletti peptidkotések cisz/transz izomerizaciojat
(1d. 7. ébra) a peptidil-prolil-cisz/transz-izomeraz (PPI, rotamaz) segiti.

A dajkafehérjék az el6zoekben ismertetett funkcidikat szdmos enzimaktivitas
segitségével tudjak betdlteni. Ezek koziil a legjelentésebb az adenozin trifoszfat kotése és
hidrolizise (ATP-az aktivitds). ATP kotésére a dajkafehérjék konformaciovaltozdson mennek
keresztiil, majd a dajkafehérje konformacidja az ATP hidrolizisével az eredeti allapotaba
visszalakul. Az igy lezajlo “ATP-ciklus” soran a dajkafehérje valtakozva magas €s alacsony
affinitasi komplexet képez a betekerendd fehérjével, amely fellazitja a tekerendé fehérje

crer
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8. abra: A dajkafehérjék ATP ciklusa
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oligomerjeik kialakulasaban, a sejten beliili membranokon keresztiil megvaldsuld
fehérjetranszportban, illetve bizonyos fehérjék (pl. fehérje kindzok) inaktiv/aktiv forméjanak
egymasba vald atalakitasaban is. Dajkafehérjék (h6-sokk fehérjék) indukciojaval (pl. lazas
allapotban) a betegségek altal megtadmadott szovetek, szervek gyorsabb regeneracidja érhetd
el. A dajkafehérjéket a modern klinikai gyakorlat egyre szélesebb korben hasznalja fel mint az
agyveérzeés, a szivinfarktus megeldzésére, illetve kovetkezményeinek enyhitésére hasznalatos
eszkozoket, mint a szervatiiltetéseknél az atiltetendd szerv épségét megdrzo
mechanizmusokat, vagy mint az immunrendszer felerdsitésére szolgaldo anyagokat viralis
fertdzés, illetve rakos megbetegedés esetén.
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