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a kolesonhatasére, igy (egy ersen leegyszerd-
sitett modellben gondolkodva), ha ezek az
aminosavak szerepelnek egy fehérje szekven-
cidjdban, akkor az a fehérje képes lesz az adott
kolcsonhatdsra. Bér a linedris motivumok a
kolesonhatdsok leirdsara nagyon jol mikod-
nek, a predikciés erejiik (vagyis az, hogy
mennyire igaz, hogy egy pdr aminosav jelen-
léte a szekvencidban elég a kdlesonhatds ki-
alakitdsihoz) nagyon gyenge.

Akutatds sordn az ANCHOR és a hozzd
kapcsolédd webszerver kifejlesztése mellett
meghatdroztuk az ANCHOR alapjit képezé
szerkezeti/biofizikai leirds és a szekvenciaalapt
linedris motivumok elmélete kdzotti dsszeflig-
gést is (Mészdros, 2012). Bér a két leirds alap-
ja nagyon mds megkozelitést kovet (szerke-
zeti vs. szekvenciaalapt), a leirt kolesonhaté-
sok nagyrészt azonosak, ami j6l mutatja, hogy
egy bioldgiai jelenség két komplementer ol-
daldt fogjak meg. Munkank sordn az elmé-
leti kapcsolaton tdl egy gyakorlati Gitmutatét
is adtunk arra, hogy hogyan lehet a két kép
elényeit egyesiteni nagyskélds vizsgalatokban.
Ezdltal olyan integrélt médszert tudtunk ki-
fejleszteni, mely képes teljesebb, szerkezeti és

szekvencidlis informdcidt is adni a vizsgalt

fehérjékrél. Az igy elméletileg leirhaté és azo-
nosithaté kolcsonhatisok ismerete kiemelten

fontos nemcsak az alapkutatdsban, de ipari/
gyogyerfejlesztési szempontokbdl is, mivel

ezek 4llnak szdmos kritikusan fontos biolé-
giai folyamat mogott (példdul a p27-CDK2/
ciklinA kélcsonhatds a sejtciklus-szabalyozds-
nél vagy a ps3-MDM2 a tumorszuppresszié-
ndl). Emellett ezen kolcsonhatdsok moduli-
ciéja nemcsak kiilonb6z6 muticids/szably-
zdsi betegségek mogote 4ll, hanem szdmos

patogén is igy képes a humdn gazdasejtekkel

kolcsonhatésba 1épni, illetve kikeriilni az im-
munvélaszt. Ezen betegségek megértéséhez

és a hozzdjuk kapcsol6dé célzott farmakold-
giai kutatdsok sikeréhez azonban elengedhe-
tetlen, hogy molekuldris szinten képesek le-
gytink megérteni és felismerni az ezek mélyén

1év8 kolcsonhatdsokat. Ehhez a munkdhoz

adhatnak hatékony eszkozoket a kisérletes

biokémiai munkakkal szinergizmusban fej-
lesztett bioinformatikai mddszerek.

Kulcsszavak: bioinformatika, rendezetlen fe-
hérjék, predikcid, linedris motivumok, folding
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Aviz, bar egyike a legegyszertibb kémiai 6ssze-
tétel(i anyagoknak, ugyancsak egyike a leg-
komplikaltabb fiziko-kémiai viselkedést fel-
mutatoknak is. Kiilonleges tulajdonsigai
teszik lehetévé az életnek azt a formdjét, amit
ismeriink, olyannyira, hogy a biolégiai mole-
kuldk (fehérjék, lipidek, nukleinsavak stb.)
szerkezete és funkci6ja csak a koriildttiik levd
vizzel egytitt értelmezhetd. Errdl az ,egytittes
1étr8l” azonban sokszor elfeledkeznek még a
bioldgia teriiletén kutatdk is, és gy értelme-
zik a jelenségeket, mintha azok csak az adott
biolégiai molekula viselkedésének kovetkez-
ményei lennének, nem pedig egy biomoleku-
la—viz—(+mds biomolekuldk) komplexnek.
A viz szerkezetének példdul a fehérjék
viselkedésére valé direkt hatdsirél mar 1888
6ta vannak ismereteink, amikor is Franz Hof-
meister Ugy tudott sorba rendezni jonokat
(elsésorban azanionok —F = SO, > HPO
> CH;COO > CI > NOj > Br > ClO; >
I'>ClO 4 >SCN— bizonyultak érdekesnek),
hogy azok a sorban balrdl jobbra haladva a
kicsapatdstdl (kozmotrép hatds) a fokozott
oldédasig (kaotrép hatds) tudtak befolydsol-
ni a fehérjék viselkedését. Kideriilt, hogy a
lathaté hatashoz sziikséges magas koncentrd-

ci6juk (>100 mM) nem dltaldban valtoztatja
meg a viz szerkezetét, hanem az a dontd,
hogyan befolydsoljak a fehérjékkel érintkezd/
azokhoz igen kozel levé vizmolekulak rende-
zettségét, illetve kolesonhatisi lehetGségeit.

Mivel ilyen koncentriciéji sék az él6lé-
nyekben nincsenek, de maga az ,,¢él6 anyag”
olyan stirti, hogy 4ltaldban csak néhanyszor
tizmolekuldnyi vizréteg valasztja el a sejt bel-
sejében a biomolekuldkat, kivincsiak voltunk,
vajon maguk a biomolekuldk képesck-e a
veliik érintkezd viz szerkezetének befolydso-
laséra, és ezen keresztiil sajat szerkezetiik, il-
letve a pdr molekuldnyi vizréteg mdsik felén
levé mds biomolekuldk kériilményeinek
megvéltoztatdsira.

A méréseket infravoros spektroszkdpidval
végeztiik, annak olyan médjaval, amikor egy
nagy torésmutat6ja kristdly (ATR-kristdly)
belsejében halad6 fény a kristaly felszinénél
teljes visszaverdést szenved, és abszorbedlé-
dik a felszinen kiviil levé molekulkban. Tgy
fel tudjuk venni azok infravoros spektrumdt
(attennuated total reflection [ATR] spectro-
scopy). A vizsgdlatokhoz a 95% H,O + 5%
D, 0 keverékébél eléallé kb. 10%-nyi HDO

molekula 2500 cm™ kozelében levé O-D rez-
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gését haszndltuk, mert az nem fed 4t semmi-
lyen mds viz-, vagy biomolekula-eredetti
rezgéssel.

El8szor azt néztilk meg, hogy meg tud-
juk-e ldtni a varhatéan legnagyobb effektust,
a Hofmeister-s6k dltal okozott szerkezetvalto-
zést a viz-spektrumokban. Mint az 1. dbrin
lithatd, a tiszta HDO O-D rezgéséhez képest,
a(0,9 M sdoldat [szintén HDO-ban] minusz
tiszta HDO) spektrumokban oldalsdvok je-
lennek meg; a kaotrép s6 esetében magasabb,
a kozmotrdp esetében pedig alacsonyabb
hullimszdmokndl (cm™). A Hofmeister-hatds
szempontjdbél semleges NaCl kis intenzitd-
st, szimmetrikus oldalsdvokat adott a tiszta
HDO O-D sdvjdnak két oldaldn.

A viz szerkezete szempontjabél a kozmo-
trép hatds azt jelenti, hogy a vizmolekulak
kézotta tiszta vizhez képest nagyobb szimban
alakulnak ki (er8s) hidrogénhidak, amikben
mind az O, mind a D atom részt vesz. Az
O/D atomra irdnyuld kiilsé vonzds kovetkez-
tében az O-D kotés tavolsiga valamelyest nd,
ezért a koztiik levé vonzderd csokken, ami-
nek kovetkeztében kisebb energja kell az O-D
kotés ment rezgés gerjesztéséhez. Ez ldtszik
meg az alacsonyabb hullimszdmban (NaF
spektrum az 1. dbrdn). Kaotr6p hatés esetén
a vizmolekuldk kozti hidrogénhidak szdma
csokken, ezérta fenti logika szerint esetiikben
az O-D kotés dtlagos tdvolsiga csokken, a
megrezgetéséhez sziikséges energia pedig né
(lisd a magasabb hullimszimot a NaClO,
esetében az 1. dbrdn). Az ilyen hatdsok révén
atalakult szerkezet(i vizet a tovabbiakban £oz-
motrdp, illetve kaotrdp viz néven emlitjiik.

Ezutdn azt vizsgdltuk meg, vajon a fehér-
jék a felsziniikon levé viz infravoros spekeru-
méban képesek-e hasonlé oldalsavokat létre-
hozni, amelyek ott szintén a szabadtdl eltéré
szerkezet(i viz jelenlétére utalndnak. Azt, hogy

kaotrép | kozmotrép

HDO absz. (OD)

séoldat HDO absz. (OD)

26'50 25'50 24'50
frekvencia (cm™)

HDO

NacClO4 - kaotrép
NacCl - semleges
NaF - kozmotrép

1. dbra * H,0 és D,O keverékébdl (95:5) elé-
dllitote kb. 10%-nyi HOD-molekula O-D
nyjtdsi rezgésének Fourier-transzformdciés
infravords spektruma, illetve az ilyen vizke-
verékben feloldott sék (0,9 M) minusz tiszta
HDO-spektrumok.

tényleg csak a molekuldk felszinén levé viz-
molekuldkat ldssuk, agy értiik el, hogy foko-
zatosan beszdritottuk az ATR-kristaly felszi-
nére kis cseppekben (kb. 10 csepp, dsszesen
20 pl) felvitt mintdkat. Az oldalsivok megje-
lenését a szdradds sorin sorozatban felvett
infravoros spektrumokbdl egy, tisztdn algeb-
rai médszerrel (ami tehdt nem kivint meg
semmilyen el6zetes feltevést), hatdroztuk meg
(szinguldris értékekre valé lebontds [SVD]).
Egyik példaként a B-kazeint vizsgaltuk. A
2. dbrdn lithat6, hogy az U els6 komponen-
se (ur) jol egyezik a tiszta HDO O-D rezgés
sdvjanak alakjéval, amint annak lennie is kell,
hiszen ez a komponens az ,dtlagos” — ese-
tiinkben a szabad — viz spektrumdt jelenti. A
mésodik komponens (u2) azonban mind a
kaotrép, mind a kozmotrép oldalon mutat
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sdvokat, j6 egyezésben a -kazein amfifil ter-
mészetével. A B-kazein tartalmaz egy nagy
hidroféb régiét (kaotrép siv), amely révén
mis kazeinmolekuldkkal aggregilodik a Ca**-
szallité kazeinmicelldk kialakuldsinak elsé
1épésében, illetve egy erésen poldros, foszfo-
szeril oldalldncokat tartalmazé régiét, amely-
heza Ca-foszfit tud kotddni (kozmotrdp sv).
Mis fehérjékre is megmutathatd, hogy a
fehérje felszine olyan médon befolyasolja az
6t burkolé viz rendezettségét, ami megfelel a
fehérje bioldgiai funkcidjinak. Példdul, an-
nak ellenére, hogy térszerkezetiik hasonld, a
mioglobin elsdsorban ,kaotrép vizet”, a he-
moglobin ,kozmotrdp vizet” alakit ki maga
koriil. Ez megfelel annak, hogy a mioglobin-
nak elsésorban mds fehérjékkel kell kleson-
hatnia, és ehhez segitség, hogy a felszinén levd,
»onmagdt szeret3” kaotrép viz ki tud menekiil-
ni a kélesonhaté fehérjék koziil. Ezzel szem-
ben a hemoglobinnak elsésorban az oxigént/
szén-dioxidot kell nagy, akar makroszkopikus
tavolsigban levd rendeltetési helyére juttatnia,
ebben keriilendéek a més fehérjékkel vald

kélesonhatdsok. Ehhez a neutralitishoz a

hemoglobint kériilvevs , fehérjeszeretd” ren-
dezett kozmotrép viz, a fehérje—fehérje kon-
taktusok valamelyes , ledrnyékoldsaval”, segit-
séget tud nyujtani. (Ezeket az adatokat terje-
delmi okok miatt nem mutatjuk.)

Az él6lényekben a membranok rendkiviil
fontos szerepet jdtszanak mind az egyes tér-
részek elvalasztasaban, mind a térrészek koz-
ti anyagtranszport, illetve jeldtadds lehet6vé
tételében/gétldsiban. Mivel az elvélasztott
térrészek mindegyike vizes fézisti, megnéztiik,
meg tudjuk-e mutatni, megyvaltozik-e a viz
szerkezete egy lipid modell membran (diole-
oil-foszfatidilkolin [DOPC]:koleszterol [Kol],
10:1), illetve egy bioldgiai membrin (tilakoid)
felszinén (3. dbra). J6l latszik, hogy a modell-
membrdn felszinén aviz szerkezete kozmotrép
irdnyba tolddik el (ldsd a negativ sdvot a
kaotrép oldalon és a folyamatos novekedést
a kozmotr6p oldalon. Ezzel szemben a valé-
di biol6giai membrdnban jelen van mind a
kozmotrdp viz (2450-60 cm™ koriil), mind a
kaotrép viz (2640-50 cm™ koriil). A kaotrép
viz minden valdszintiség szerint a jelenlevd
membranfehérjék kovetkezménye, amelyek

tiszta HDO tiszta HDO
kaotrdp | kozmotrép kaotrép | kozmotrép
s1
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0,00 0123 45 01
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a szaradas soran felvett spektrumok szama

2. dbra - Aviz szerkezetének megvéltozasa B-kazein feliiletén szinguldris értékekre valé lebontas-
sal (SVD) kiértékelve. Az SVD-eljdrds sordn az adatokat tartalmazé D métrixot hdrom mdtrix
szorzatéra (USVT) bontjuk fel. Az U métrix tartalmazza a figgetlen komponenseket, amelyekkel
a stlyok (S) figyelembevételével a VT mdtrixszal valé dsszeszorzds révén dllithatéak vissza a
mért spektrumok (D). A médszer hatdsossdgdt az adja, hogy a stlyok dltaldban nagyon gyor-
san csokkennek, igy elegendd csak néhdny (esetiinkben kettd) komponenst figyelembe venni.
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kaotrép | kozmotrép

SVD intenzitds

T-u1
— T-u2
— | -1

L-u2

' '26I50' o '25[50' o '24'50' o
frekvencia (cm™)

3. dbra *Dioleoil-foszfatidilkolin (DOPC) és
koleszterol (Kol) 1o:1 ardnyti keverékébdl ké-
szitett liposzomdk, illetve egy Cianobaktérium
tilakoid membrdn szuszpenzié beszdritdsa
sordn a kornyezetiikben levé viz szerkezetval-
tozdsidnak nyomon kovetése SVD-analizissel
(csak a komponens spektrumokat mutagjuk,
részletek az el6z6 dbran). A HDO-molekuldk
O-D rezgésének elsd (ur), médsodik (u2) kom-
ponens spektruma tilakoid (T), illetve DOPC/

Kol-membrinok (L) kornyezetében.

sok (mds fehérjékkel val6 kélcsonhatésra,
receptor feladatokra stb. szolgdld), a vizes
fazisba benyomulé oldallinceal rendelkeznek.

Osszefoglalva: sikertilt megmutatnunk,
hogy a bioldgiai molekuldk megvéltoztatjdk
a veliik kélcsénhatdsban levd vizmolekuldk
egymds kozti kapcsolddasinak rendjét. Képe-
sek felsziniikon kaotrép, illetve kozmotrép
vizbél 4ll6 ,parna” kialakitdsra. A kaotrop
vizben a vizmolekuldk kozti kélcsdnhatdsok
dtlagban erdsebbek, mint a vizmolekuldk és

az adott bioldégiai molekula kozti kélesonha-
tdsok; a kozmotr6p vizben a vizmolekuldk és
a biol6giai molekuldk kozti kolesonhatds —
er6s hidrogénhidak révén — erésebb, mint a
vizmolekuldk kozti dtlagos kolesonhatds. Egy
ilyen vizparndnak nagy jelentdsége lehet pél-
dédul a stresszfehérjék esetében, ahol egy-egy
fehérje sok kiilonféle folyamatban tud hatéso-
san részt venni; olyanokban, amelyekben nem
lehet feltételezni, hogy a fehérjékre egyébként
jellemzd, atomi szinti specificitdson alapul-
jon a hatékonysdg. Ha példdul egy membrdn
stabilizdldsdrél lenne sz6, egy, a stresszfehérjét
kériilvevd, rendezett vizet tartalmazé kozmo-
trép vizpdrna a stresszfehérje és a membrin
kozé | szorulva” a membrannal kialakitott
hidrogénhidak révén megvédheti a memb-
rdnt a tdlzott fellazuldstdl. A rosszul felteke-
redett fehérjék térszerkezetét helyredllitani
képes ,,dajkafehérjék” mikodése is alapulhat
olyan mechanizmuson, hogy belsejiikben
erésen kaotrép vizet kialakitva az dttekerendd
fehérje dontéen csak sajét térszerkezeti infor-
mécidira, energetikai viszonyaira kénytelen
tdmaszkodni, amig meg nem taldlja energia-
minimumdt. Ebben a dajkafehérjével valé
kolesénhatdsok a koztiik 1év6 kaotrdp vizpér-
na miatt nem fogjdk zavarni.

Egy ilyen dltaldnos, ,vizalapd”, elsédleges
kolcsonhatdsi rendez elv egyelére csak egy
hipotézis, melyet az eddigi eredmények nem
bizonyitanak be, de lehetséges voltdt, és igy
a tovdbbi ilyen irdnyt kutatdsokat batoritjik.

Kulesszavak: HDO, Hofmeister-effekt, fehér-
Jeszerkezet, fehérjestabilitds, vizszerkezet
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Ajelenleg folytatott sejt- és molekuldris biol6-

giai kutatdsok fontos hidnyossiga, hogy a
vizsgalt paramétereket legtbbszor csak kvali-
tativ vagy szemikvantitativ médon jellemzik.
A szekcidban olyan eljdrdsok kertiltek bemu-
tatasra, melyekkel a biolégia szdmdra fontos
paramétereket (példdul: sejtadhézié eréssége,
struketirdk 3D kiterjedése) lehet pontosan
elemezni.

A sejteked] a makroszkopikus éllényekig
terjed azoknak az él6 rendszereknek a sora,
amelyek mozgisa analizdlhaté Osvith Sza-
bolcs 4ij médszerével. A hagyomanyos kép-
alkoté médszereknél a megfigyelt objektum
mozgdsa dltaldban a képmindség rovdsdra
ment, az Uj eljdrds viszont éppen az él§ szerve-
zetben mindig el6fordulé mozgdsokra kon-
centrdl. Errdl részletesebben is olvashatnak
Osviéth Szabolcs és munkatdrsai cikkében.

A fénymikroszképok z irdnyt (az optikai
tengellyel parhuzamos) felbontéképessége
sokkal rosszabb, mint az x-y irdny felbontds,
ezért a objektumok az optikai tengellyel
parhuzamosan megnytlnak a hirom dimen-
zi6s képeken. Ezen hiba kikiiszobolésére
mutatott be egy Gtletes eljdrdst Buzds Andrés,
aki a sejteket egy fénnyel vezérelhet§ mikro-
manipuldtorra helyezte. A sejteket ezutdn a

Nagy Péter
egyetemi tandr

Debreceni Egyetem Biofizikai és Sejtbiol6giai Intézet
nagyp@med.unideb.hu

mikroszkdépban forgatva javult a kapott mik-
roszképi kép mindsége. A részletekrd] Bazés
Andrés és munkatdrsai irdsa szimol be.

A sejtek és egyes makromolekuldk kots-
dése fontos szerepet jatszik az immunvalasz
elinditésdban. Ennek vizsgalatar6l beszéle
Ungai-Saldnki Rita (Pannon Egyetem). A
makromolekuldkat egy mikroszkép targyle-
mez feliiletére vitte fel, majd a hozzdjuk ta-
padt sejtek adhézidjanak erésségét gy vizs-
gdlta, hogy ezeket egy mikropipettival pré-
bélta lehtzni. A lesziviskor alkalmazott vd-
kuum mértéke jellemz a sejt adhézi6janak
er6sségére. Fzzel a médszerrel szelektiven lehet
sejteket valogatni a kotddés eréssége szerint,
valamint a médszer tovabbi elénye, hogy
viszonylag gyors és automatizalhaté.

APatké Déniel (MTA Energjatudomdnyi
Kutatékézpont Miiszaki Fizikai és Anyagtu-
domdnyi Intézet) 4ltal bemutatott nagy érzé-
kenységli optikai bioszenzor mind fehérjék,
mind sejtek jelolésmentes detektdldsara alkal-
mas. Az optikai hullimvezetd elvén alapulé
szenzor mar néhdny pikogramm tomegii
anyagot képes érzékelni. A médszer kivléan
alkalmas a feliiletre kitapadé sejtek kiilonbozd
bevonatokkal valé kélcsénhatdsdnak tanul-
manyozisara.
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