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     AKIKRE BÜSZKÉK VAGYUNK

CÉLKERESZTBEN A BAKTERIÁLIS EGYSZÁLÚ
DNS-KÖTŐ FEHÉRJÉK

Összefoglalás

Az antibiotikum-rezisztens patogén baktériumtörzsek elterjedése korunk egyik

kiemelt globális fenyegetését jelenti. Ezért kiemelten fontos, hogy a jövőben új

hatásmechanizmusú antibakteriális szerek álljanak rendelkezésünkre. Ehhez új

molekuláris célpontok azonosítása szükséges. A genomkarbantartó folyamatok

vizsgálata során figyelmünk homlokterébe került a bakteriális egyszálú DNS-

kötő (  SSB) fehérje és annak kölcsönhatási hálóza-

ta, amely számos szempont alapján ideális támadási célpont lehet. Az SSB-k

nagyszámú, a baktérium genomkarbantartásban szerepet játszó partnerfehérje

működését képesek befolyásolni rövid, rendkívül konzervált fehérje-fehérje

kölcsönhatási peptidmotívumuk (C-terminális peptid, CTP) révén. Kiemelendő,

hogy e kölcsönhatások nagy része önmagában is esszenciális a baktérium

életképességéhez, ezért az SSB-vel a partnerekért versengő molekulák potens,

széles spektrumú antimikrobiális hatással rendelkezhetnek. Laboratóriumunk-

ban célul tűztük ki a SSB-kölcsönhatások sejtes szerepének feltárása mellett a

bakteriális növekedést hatékonyan gátló CTP-szerű peptidváltozatok létre-

hozását egy új szűrőeljárás segítségével. Az azonosított molekulák segítséget

nyújthatnak az SSB-partnerfehérje kölcsönhatások funkciójának – és ezáltal a

genomkarbantartás mechanizmusának – megértéséhez, illetve kiindulópontul

.)
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szolgálhatnak jövőbeli többcélpontos antibiotikumok kifejlesztéséhez.

Antibiotikum: ma még jó, és holnap?

Az Alexander Fleming által felfedezett penicillin használata hatalmas áttörést

jelentett az 1940-es évek gyógyászatában. Döbbenetes módon azonban már az

50-es években felismerték, hogy egyre több baktériumtörzs vált ellenállóvá a

penicillinnel szemben, így lázas munka irányult további antimikrobiális szerek

azonosítására [1]. A ma széles körben alkalmazott hatóanyagok több mint fele

az 1950–1970-ig tartó időszakban került felfedezésre, így e korszak joggal

nevezhető az antibiotikum-fejlesztés aranykorának [1]. A korai reményekkel

ellentétben azonban az új szereknek ellenálló törzsek sajnos gyakran már az

adott hatóanyag bevezetését követő években terjedésnek indultak. Mára szá-

mos, több molekulával szemben egyidejűleg ellenálló patogén baktériumtörzs

ismert és okoz komoly egészségügyi gondot világszerte. A probléma súlyosságát

növeli, hogy – technikai és pénzügyi okok miatt – az újonnan megjelenő

hatóanyagok száma jelentősen csökkent az aranykor óta [1].

A rezisztencia kialakulásának hátterében három fő molekuláris mechanizmus

állhat, melyek akár egyidejűleg is működhetnek az adott baktériumtörzsben. A

sejt védekezhet a hatóanyag kémiai módosításával, intracelluláris koncentrá-

ciójának csökkentésével (a bejutás meggátlásával, illetve a hatóanyag

kipumpálásával) vagy célpontjának megváltoztatásával [2]. Az utóbbi mecha-

nizmus egyik ismert változata során az antibiotikum célpontjául szolgáló eredeti

(gyakran fehérje) molekula helyett egy, a funkcióját megtartó mutáns változat

jelenik meg, amelyre azonban az antibiotikum már nem tudja a hatását kifejteni

[2]. Mindegyik mechanizmus kialakulása a baktériumok genetikai változa-

tosságára és változékonyságára vezethető vissza, fűszerezve a spontán

mutációval létrejövő vagy már a környezetben meglévő rezisztens allélok, illetve

rezisztenciagének horizontális géntranszfer révén történő gyors elterjedésével.

A folyamatban az antibiotikumoknak a humán egészségügyben, illetve az

állattartásban történő túlzott és sokszor felesleges alkalmazása jelentős katali-

zátorszerepet játszik [1, 2].
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A rezisztenciamechanizmusokról gyűlő, egyre növekvő tudásunk alapján

kiemelten fontos lenne az antibakteriális gyógyszerek felesleges alkalmazásának

visszaszorítása és új hatásmechanizmusú hatóanyagok kifejlesztése. Számos

jelenleg alkalmazott molekula hatását egyetlen fő sejtes célponton keresztül fejti

ki, amelyek mutációja viszonylag nagy valószínűséggel megtörténhet. Rögvest

felvetődik, hogy egy többcélpontos szer esetében a rezisztencia kialakulásának

esélye nagyságrendekkel alacsonyabb lehet, hiszen az független események

sorozatát követelné. Ezzel összhangban a bakteriális DNS-giráz és a Topo-

izomeráz IV enzimek működését egyidejűleg gátló fluorokinolon hatóanyagok

esetében a spontán rezisztencia kialakulásának alacsony esélyét figyelték meg

[3]. Habár e molekulák esetén is megjelentek ellenálló törzsek [4], az ered-

mények arra bíztatnak, hogy érdemes minél összetettebb, egyidejűleg gátolható

és a baktériumokra specifikus molekuláris hálózatokat azonosítani és célba venni.

Egy biztató célpont: a DNS-anyagcsere csomópontjában elhelyezkedő

SSB-kölcsönhatási háló

A prokariótákban elterjedt „kanonikus” SSB fehérje a bakteriális DNS-anyag-

cserefolyamatokban keletkező egyszálú (ss) DNS-szakaszokkal nukleoprotein-

szálakat alkot, hogy meggátolja a nukleolitikus lebontást, illetve a replikáció és

DNS-hibajavítás szempontjából kedvezőtlen másodlagos DNS-szerkezetek ki-

alakulását [5]. A fehérje funkcióját a legtöbb baktériumban (

( )-ban is) homotetramer formában látja el. Minden SSB alegység tartal-

maz egy N-terminális DNS-kötő domént. Az eddig feltérképezett törzsek genom-

ja kódol legalább egy olyan SSB-változatot, amelyben az N-terminális domén

után egy kevéssé ismert funkciójú, rendezetlen szerkezetű linker-régió és egy

C-terminális fehérje-fehérje interakciós peptidszakasz (CTP) található (1. ábra)

[5].

Az elmúlt évek kutatásai rávilágítottak, hogy az SSB fehérjék konzervált CTP

régiójukon keresztül legalább 14, főként a DNS-hibajavításban és -replikációban

nélkülözhetetlen feladatot ellátó enzimmel alakítanak ki kölcsönhatást [5]. Az
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utolsó két hidrofób aminosav (Pro, Phe) megléte esszenciális a fizikai kapcsolat

létrejöttéhez, a CTP-ben lévő négy aszpartát pedig negatív töltése révén

elősegíti a peptid illeszkedését a partnerfehérjék hidrofób kötőzsebe mellett

található bázikus árokba [5].

[6]

[7]

Az SSB a CTP-n keresztül lép érintkezésbe többek közt a munkacsoportunk által

intenzíven vizsgált RecQ helikáz fehérjével is [5, 7–9]. A széles körben (a

baktériumoktól az emberig) elterjedt RecQ fehérjék kulcsszerepet játszanak

számos genomkarbantartó folyamatban [10, 11]. Sokrétű, DNS-szubsztrátjaik

szerkezetét érzékelő és a DNS-szerkezet által modulált aktivitásaik révén a RecQ

helikázoknak egyebek mellett központi szerepük van a homológ rekombinációs

események lebonyolításában és minőségellenőrzésében [11–13]. Ezen enzimek

ATP-hidrolízishez kapcsolt módon képesek a kettősszálú (ds) DNS-molekulák

szálainak szétválasztására, illetve bonyolultabb, többszálú DNS-anyagcsereter-

mékek szétszerelésére is [11, 12]. Működésük során a DNS egyik szálát sínként
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használva, azon 3’-5’ irányultsággal haladnak, miközben leválasztják a másik

szálat [11, 12, 14–16]. Ismert, hogy az  SSB képes a RecQ helikáz

szálszétválasztó aktivitását specifikus fehérje-fehérje kölcsönhatáson keresztül

elősegíteni [7–9]. A kölcsönhatás specificitását jelzi, hogy az SSB CTP-ben

megtalálható prolin szerinre cserélése jelentősen csökkenti az SSB (amúgy

közepes affinitású, d ~ 2-5 µM) kötődését a RecQ-hoz, míg peptid szekven-

ciájának random összekeverése teljesen megszünteti a kölcsönhatást [8, 9].

Az intenzív kutatások ellenére az SSB fehérje-fehérje kölcsönhatásainak szerepe

nagyrészt még mindig felderítetlen. Laboratóriumunk jelenlegi munkája részben

az SSB-RecQ kölcsönhatás funkciójának felderítésére irányul. Vizsgálataink

során meglepődve tapasztaltuk, hogy az SSB CTP-nek a RecQ helikázhoz való

kötődése csak kismértékben befolyásolta a helikáz ATP-hidrolitikus, illetve

DNS-szálszétválasztó aktvitását [7]. A kölcsönhatás azonban nagymértékben

megváltoztatta a SSB fehérje DNS-kötő sajátságait [7]. Régóta ismert, hogy az

 SSB két különböző fő DNS-kötő móddal rendelkezik: az ún. 65-ös kötési

módban ~65 nukleotid csavarodik az SSB tetramer mind a négy alegységére,

ezzel szemben a 35-ös kötési módban ~35 nukleotid tekeredik a fehérje csupán

két alegységére (2. ábra) [17].
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A két DNS-kötő mód reverzibilisen átalakulhat egymásba; a közöttük kialakuló

egyensúly függ a hőmérséklettől, pH-tól, ionerősségtől, valamint az SSB/ssDNS

mennyiségi arányától [17, 18]. Meglepő módon a kötésmódok  funkciója

szintén ismeretlen [19]. Nemrég közölt cikkünkben a mágnescsipeszes egyedi-

molekula-mérések, a tranziens enzimkinetika és a mechanisztikus modellezés

eszköztárát kombinálva az SSB DNS-kötésmódjainak és az SSB CTP fehérje-

fehérje kölcsönhatásainak meglepő összefüggését figyeltük meg [7]. Azt tapasz-

taltuk, hogy a RecQ helikáz a CTP-vel való kölcsönhatása révén képes a

DNS-kötött SSB-ben kötésmódváltást kiváltani. Méréseinkben a RecQ helikáz

CTP-hez történő kapcsolódásának hatására az SSB a 65-ös kötési módból a

35-ös kötési módba váltott. A kötésmódváltás hatására korábban SSB-vel fedett

ssDNS-szakaszok válhatnak szabaddá, melyekhez a RecQ nagy affinitással

kötődik [7]. Az eredményeink alapján megalkotott mechanisztikus modell

szerint, ha a RecQ az SSB-nukleoprotein-szálban az egyszálú és kétszálú DNS

találkozási pontjánál lévő SSB-tetramerben idéz elő kötésmódváltást, akkor a

felszabaduló ssDNS-szakasz kiindulási pontként szolgálhat a helikáz DNS-szál-

szétválasztó aktivitásának elindulásához (3.A ábra). Ezzel szemben a RecQ

kötődése a nukleoprotein-szál belső részeihez rövid életidejű lesz, mert az enzim

DNS-en való haladását a szomszédos SSB-molekulák gátolják (3.B ábra).

Modellünkkel összhangban, hasonló CTP-kölcsönhatás-indukált DNS-kötésmód-

váltást figyeltek meg a bakteriális PirA, PriC és RecO SSB-partnerek esetében is

[20–22]. A fentiek alapján körvonalazódni látszik az SSB DNS-kötésmódok és a

CTP-kölcsönhatások általános sejtbeli szerepe. A baktériumsejt az SSB segít-

ségével védi az anyagcsere-folyamatai során keletkező sérülékeny ssDNS-sza-

kaszokat, viszont a CTP-kölcsönhatás révén a sejt számára szükséges, illetve

előnyös DNS-átalakító folyamatokat végző enzimek hozzáférhetnek a megfelelő

DNS-régiókhoz. Ezzel összhangban a CTP partnerfehérjékkel kialakított kölcsön-

hatásait gátló mutációk letálisak az  sejtek számára [23].

Egyszálú DNS-kötő fehérjék természetesen az eukarióta sejtekben is megtalál-
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hatóak mind a sejtmagban (RPA,  A, humán SSB1 és SSB2),

mind a mitokondriumban (mtSSB), és – a bakteriális SSB fehérjékhez hasonlóan

– számos partnerfehérjével alakítanak ki kölcsönhatást [24]. Szerkezetük azon-

ban jelentősen eltér a bakteriális SSB-ktől és közös jellemzőjük, hogy nem

tartalmazzák a CTP régiót [24, 25]. Érdekes módon – a szerkezeti különbségek

ellenére – az eukarióta RPA fehérje esetében is több eltérő DNS-kötésmódot

figyeltek meg [26, 27].

Az SSB kölcsönhatási hálózatán keresztül hatékonyan gátolható a bak-

teriális növekedés

A fent részletezett SSB-funkciók és a CTP-kölcsönhatás sajátságai alapján ez a

rendszer ideális célpontja lehet új, többcélpontos, széles spektrumú bakteriális

növekedést gátló szereknek. A CTP kölcsönhatásai esszenciálisak a baktérium-

sejtek számára, és – mivel a CTP uniform módon kötődik az ismert kölcsönható

partnerekhez – feltételezhető, hogy a CTP-vel a partnerekért versengő mole-
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kulák az egész kölcsönhatási hálót egyidejűleg gátolhatják, anélkül, hogy az

eukarióta sejtekre hatással lennének. Egy ilyen többcélpontos molekula ese-

tében a célfehérjék mutációjával kialakuló rezisztencia megjelenésének esélye

feltételezhetően rendkívül alacsony lesz, hiszen a baktériumsejtben ehhez

egyidejűleg kellene megváltoznia az összes kötőpartnernek és az SSB CTP-nek.

A fenti elképzelés alapján kismolekula-szűrő eljárással az elmúlt évek során

sikeresen azonosítottak három olyan vegyületet, melyek – feltételezhetően a

CTP-kölcsönhatások gátlása révén – széles spektrumú antibiotikus hatással

rendelkeztek [28]. Azonban sajnálatos módon az azonosított molekulák számos

negatív hatást fejtettek ki a vizsgált eukarióta sejtvonalakra, így humán terápiás

alkalmazásuk egyelőre nem valószínűsíthető [28].

Laboratóriumunkban jelenleg kismolekulák azonosítása helyett olyan CTP-válto-

zatok létrehozásán dolgozunk, amelyek a vadtípusú peptidnél nagyobb affinitás-

sal képesek a kölcsönható partnerekhez kötődni. Saját eredményeink (lásd

fentebb), illetve más kutatócsoportok mechanizmus-vizsgálatai azt támasztják

alá, hogy a vad típusú SSB CTP a közepesen erős affinitású, tranziens kölcsön-

hatások kialakítására adaptálódott [5, 7, 9, 29]. Ebből kiindulva nagy való-

színűséggel előállíthatók az SSB-partnerekhez a vad típusnál jelentősen nagy-

obb affinitással kötődő CTP-peptidvariánsok a lehetséges aminosav-szekven-

ciákat felölelő hatalmas kémiai térben. Az erősen kötő CTP-variánsok –

versengve a sejtben lévő endogén SSB-vel – már alacsony koncentrációban is

hatékonyan gátolhatják a bakteriális növekedést, mivel DNS-kötő domén

hiányában a toborzó funkciójukat nem tudják betölteni.

A CTP-változatok szűréséhez kidolgoztunk egy újszerű eljárást, amelynek segít-

ségével a baktériumsejten belül, fúziós fehérjéhez kapcsolt nagyszámú peptid-

variánsnak a bakteriális növekedésre gyakorolt hatása vizsgálható közepes

áteresztőképesség mellett. Fúziós partnerként a bakteriális anyagcserével

jelentősen nem interferáló, többféle inert fehérjét is teszteltünk (pl. eGFP:
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módosított zöld fluoreszcens fehérje, GST: Glutation-S-transzferáz, MBP:

Maltóz-kötő fehérje). Géntechnológiai eljárások segítségével végül létrehoztunk

egy, a fúziós peptidek indukálható expresszióját lehetővé tevő, a fúziós peptid-

változatokat kódoló plazmid vektor könyvtárat. Első könyvtárunkat úgy alkottuk

meg, hogy a kifejeződő peptidek az eredeti CTP szekvencia 3, bioinformatikai

elemzés alapján változatosságot mutató, aminosav-pozíciójában bármely ter-

mészetes aminosavat hasonló eséllyel jelenítsék meg. A vektorkönyvtár baktéri-

umsejtbe való transzformálása és az egyes transzformált klónok szelektálása

után az adott peptidváltozatokat termelő baktériumok növekedési görbéjét a

megfelelő kontrollok mellett lemezolvasó készülék segítségével követjük nyo-

mon. Hatékony gátlópeptidek esetében, ahogyan nő annak sejten belüli kon-

centrációja, úgy lassul a populáció növekedési üteme és a baktériumok pusztulni

kezdenek (4. ábra).

A vad típusú CTP-nél hatékonyabb növekedésgátló hatást mutató peptidváltoza-

tok aminosav-szekvenciája meghatározható a mérés végén a sejtkultúrákból

kinyert plazmidok nukleotidsorrendjének szekvenálással való leolvasásából.

Sokrétű optimalizációt követően jelenleg a mutáns CTP-változatok tesztelését

végezzük és párhuzamosan fejlesztés alatt áll egy újgenerációs DNS-

szekvenálást alkalmazó módszer is, melynek segítségével milliós nagyságrend-

ben tesztelhetjük a változatokat.
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Kitekintés

Az azonosított, bakteriális növekedést hatékonyan gátló CTP-változatok

reményeink szerint megfelelő kísérletes eszközök lesznek ahhoz, hogy az SSB

fehérje-fehérje kölcsönhatásainak szerepét mélységeiben feltárhassuk. A pep-

tidek azonosítása után számos vizsgálati irányba tárul kapu, pl. az adott

peptideket szintetikusan előállítva vizsgálni tudjuk azok kölcsönhatását az izolált

partnerfehérjékkel, hogy feltárjuk a gátlás hatásmechanizmusát. További

munkával feltárhatjuk a CTP-aminosav szekvencia és a partnerfehérje-kölcsön-

hatás affinitásának összefüggéseit. Ezen információk jelentősen elősegíthetik a

kölcsönhatási hálót gátló új kismolekulák fejlesztését. Harmadrészt, a peptidvál-

tozatok önmagukban kiindulásként szolgálhatnak új hatóanyagok fejlesz-

téséhez. A peptidek baktériumsejtbe való bejuttatása és proteolitikus hasítástól

való megvédése az ígéretes molekulajelöltek további optimalizációját fogja

igényelni [30].

Bízunk benne, hogy eredményeinkkel hozzájárulunk új hatásmechanizmusú,

széles spektrumú, többcélpontos antibakteriális szerek kifejlesztéséhez, ame-

lyek ellen a célfehérjék mutációján keresztül kialakuló rezisztencia megje-

lenésének esélye jelentősen alacsonyabb lesz, mint a jelenleg használt ható-

anyagok esetében.
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URACIL-DNS ALAPÚ VÍRUSOK:
MI LEHET A TÚLÉLÉSI STRATÉGIA?

Összefoglalás

A genetikai állomány épségének megőrzése minden élőlény számára

nélkülözhetetlen, az abban bekövetkező elváltozások tumorok kialakulásához

vagy a sejt halálához vezethetnek. Az uracil bázis DNS-ben való megjelenése az

esetek többségében hibának számít, amit a sejt erre specializálódott enzim-

készlete javítani igyekszik. A hibajavítás fontosságát bizonyítja, hogy az ebben

a folyamatban kulcsszerepet játszó enzimek konzerváltak a baktériumoktól

egészen az emberig. Mikael Skurnik és munkatársai 2005-ben egy igen érdekes

vírust találtak, amely Yersinia fajokat fertőz és DNS-e a timin bázisok helyett

teljes egészében uracil bázissal helyettesített. A mai napig mindössze 3 ilyen

vírusról számoltak be az irodalomban, azonban egyik esetben sem sikerült

felfedni, hogyan képesek ezek a vírusok különleges DNS-üket létrehozni, illetve

fenntartani olyan gazdasejtekben, amelyekben a DNS-ben megjelenő uracil

bázis hibának számít. A célunk ezen vírusok túlélési stratégiájának megértése,

valamint azon vírus genomi régiók feltérképezése, amelyek felelősek lehetnek

az uracilos DNS kialakításáért. Kísérleteink során a ΦR1-37 bakteriofág genetikai

könyvtárával dolgoztunk, mivel a vírus teljes genetikai állományának

szekvenálása megtörtént. Egy nagyáteresztő képességű módszert dolgoztunk

ki, amely segítségével olyan ágenseket kerestünk a fág DNS-ében, amely az

uracil DNS-ből való eltávolításáért felelős enzim (UNG) működését gátolni

képes. Ehhez magas genomi uracil tartalmú sejteket transzformáltunk az UNG

enzim génjét tartalmazó, valamint a fág genomi részleteit tartalmazó plazmid

DNS-ekkel. A túlélő sejtekből kolónia PCR, majd szekvenálás segítségével

azonosítottuk a fág genom azon részleteit, amelyek felelősek lehetnek az
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uracilos DNS menekítéséért. A kapott adatokat bioinformatikai analízisnek

vetettük alá. Az általunk kidolgozott módszerrel több fág fehérjét is sikerült

azonosítani, amelyek potenciális UNG inhibitorok lehetnek. Ennek

megerősítésére a későbbiekben  kísérleteket is tervezünk végezni.

Bevezetés

Az uracil bázis az RNS polimer egyik építőeleme. A DNS-ben megtalálható timin

bázist helyettesíti, bázispárosodás szempontjából szintén az adeninnel szembe,

azzal 2 hidrogén-hidat kialakítva épül be az RNS-be ribonukleotid formában. A

DNS-ben kétféleképpen jelenhet meg. Egyrészt a DNS-ben már jelenlévő citozin

bázisok oxidatív dezaminációja során keletkezhet, illetve a replikáció során a

DNS polimerázok is beépíthetik timin helyett dezoxiribo-formában, mivel nem

tudnak különbséget tenni a dUTP és a dTTP között. Ennek a valószínűsége a

sejten belüli dUTP/dTTP aránytól függ, amely szigorú enzimatikus szabályozás

alatt áll. A DNS-beli uracil megjelenése az esetek többségében hibának számít,

amelyet a sejt eliminálni igyekszik. A citozin dezaminációja során keletkező

uracil – amennyiben nem kerül javításra a replikáció előtt – stabil pontmutációt

eredményez, amely az elhelyezkedésétől függően, akár végzetes kimenetelű is

lehet a sejt számára [1, 2]. A timin helyett beépülő uracil nem okoz mutációt,

mivel bázispárosodás szempontjából megegyezik a timinnel, azonban az ily

módon beépülő nagymennyiségű uracil is végzetes lehet a sejt számára. Ennek

oka, hogy az uracil eliminálásáért felelős uracil-DNS glikoziláz (UDG) enzim-

család egyes tagjainak, köztük a legjelentősebb hibajavító enzimnek, az UNG-

nak mind az egyszálú DNS-en megjelenő uracil, mind pedig az adeninnel, illetve

guaninnal szemközti uracil szubtrátja, azok eltávolítását fogják katalizálni a

DNS-ből [3, 4]. Amennyiben nagymennyiségű uracil kerül a DNS-be, a hiba-

javítás következtében DNS kettősszál töréseket, illetve kromoszóma frag-

mentációt okozhat. Ennek elkerülése érdekében a sejt igyekszik minimalizálni a

sejten belüli dUTP koncentrációt. A dUTPáz (dezoxiuridin-trifoszfát-nukleotid-

hidroláz), illetve a timidilát-szintáz enzimek feladata a sejten belüli dUTP/dTTP

szint alacsonyan tartása [5]. A dUTPáz enzim katalizálja a dUTP hidrolízisét
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dUMP-vé, a timidilát szintáz pedig a dUMP reduktív metilációját dTMP-vé. A

dTMP-t ezek után nukleotid kinázok foszforilálják dTTP-vé, ami már a DNS egyik

építőeleme [6].

A DNS-beli uracil eddig ismert élettani szerepei

Az uracil bázis megjelenése a DNS-ben azonban néhány esetben létfontosságú.

Az ellenanyag termelő B-limfociták DNS-ét az antigén hatására bekövetkező

aktivációjukat követően az AID (aktiválás indukált dezamináz) enzim módosítja

a citozinok oxidatív dezaminációja által. Ennek során uracilok keletkeznek a

DNS-ben. Ezek egy része a hibajavítás elmaradása következtében mutációkat

eredményez, illetve a hibajavítás során kettős száltörések keletkeznek a DNS-

en, amelyek fontos szerepet játszanak a szomatikus hipermutációban, illetve az

osztályváltó rekombinációban [7]. E folyamat teszi lehetővé, hogy minden

ember kb. 1011-féle ellenanyagot képes előállítani, holott az emberi haploid

genom mérete „csak” 3x109 bázispár.

Az immunrendszer ezen kívül más esetekben is felhasználja a DNS-ben lévő

citozinok dezaminációját uracillá. A sejteket fertőző vírusok számára is elenged-

hetetlen a saját genetikai állományuk sértetlenségének megőrzése. Ezen vírusok

DNS-ét az APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing enzyme) enzim család tagjai

módosítják a citozinok uracillá történő dezaminálása révén. Az uracil bázisokat

az uracil-DNS glikoziláz enzimcsalád tagjai vágják ki a virális DNS-ből, amely

során a DNS fragmentálódhat. A hibajavítás elmaradása következtében pedig

olyan mutációk keletkezhetnek, amelyek ellehetetlenítik a fertőzést [8, 9].

A fent említett folyamatok nélkülözhetetlenek az immunrendszer megfelelő

működéséhez, hiányukban súlyos immunhiányos állapot alakulhat ki [10].

Megfelelő szabályozásuk azonban szintén létfontosságú, túlműködésüket ugya-

nis számos daganatos megbetegedéssel hozták összefüggésbe [11]. A DNS-beli

uracil megjelenését HIV (Humán Immundeficiencia Vírus) vírus fertőzés esetén

is vizsgálták. Kimutatták, hogy a reverz transzkripció során a keletkező virális
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cDNS-be beépült dUTP-k annak degradációját idézik elő, valamint gátolják a

vírus integrációját a genomba a fertőzött sejt UNG enzim aktivitásának

köszönhetően [12].

Az  gént nem tartalmazó  esetében kimutatták,

hogy a lárva, báb és imágó szintén megemelkedett uracil szinttel rendelkezik

(200-2000 uracil/millió bázis), amelynek fontos szerepe lehet az egyedfejlődés

során [13, 14].

Uracil alapú DNS-el rendelkező vírusok

Több olyan vírust írtak le az irodalomban, amelyek DNS-e timin helyett uracil

bázissal helyettesített. Ilyenek a -t fertőző PBS1 és PBS2 fágok

[15], a Yersinia fajokat fertőző ΦR1-37 [16], valamint a Staphylococcusokat

fertőző S6 fág [17]. Ezek a bakteriofágok olyan baktériumokat fertőznek,

amelyek rendelkeznek a DNS uraciltartalmának minimalizálásáért felelős enzim-

készlettel (pl. uracil-DNS glikozilázok), illetve – a Staphylococcusokat leszámít-

va, amelyek nem rendelkeznek saját dUTPáz génnel [18] - azokkal az

enzimekkel, amelyek az alacsony dUTP/dTTP arány fenntartásáért felelősek (pl.

dUTPáz és timidilát-szintáz).

Felmerül a kérdés, hogy ezek a vírusok hogyan élhetnek túl és hozhatják létre

uracilos genomjukat egy olyan környezetben, ahol a DNS-ben megjelenő uracil

bázis hibának számít. A -t fertőző PBS fágok ezt a problémát egy

UNG inhibitor fehérjével, az UGI-val oldják meg [19]. Az UNG az UDG enzim-

család tagja, emberben és a legtöbb baktériumban a legjelentősebb szereppel

bír az uracil bázis DNS-ből való eltávolítása tekintetében [20]. Az UGI fehérje

nélkülözhetetlen a fágok túlélése szempontjából, mivel hiányában a vírusok

uracilos DNS-e feldarabolódna a baktériumsejtbe való bejutást követően. Az

elmúlt években két olyan további fehéréjt azonosítottak, melyek szintén erősen

gátolják az UNG-ot (p56, SaUGI) [21, 22]. Érdekes módon az UGI, p56 és SaUGI

fehérjék egymáshoz semmilyen jelentős szekvencia hasonlóságot nem mutat-
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nak, egyértelműen külön evolúciós ágakban jöttek létre. Háromdimenziós

térszerkezetükből az is kiderült, hogy a feltekeredési mintázatuk is eltérő. Mégis

minden esetben olyan fehérje felszínt hoznak létre, amely a DNS-t mimikálja, és

szorosan kötődik az UNG-hoz [22]. A ΦR1-37 és az S6 fág esetében nem találtak

az UGI-hoz hasonló fehérjét, tehát felmerül a kérdés, hogy ezen vírusok milyen

stratégiát alkalmaznak a túlélésük érdekében.
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Kutatásunk során a Yersinia fajokat fertőző ΦR1-37 bakteriofág genomi könyv-

tárával dolgoztam, mivel ezen fág teljes genetikai állományának szekvenálási

adatai ismertek [23]. A fertőzött sejtben jelenlévő UNG fehérje enzimatikus

aktivitásának eliminálása mindenképp szükséges a vírus túlélésének szem-

pontjából. Ez létrejöhet i, direkt inhibíció által, vagy ii, az  gén átíródásának

szabályozása révén illetve, iii, a menekítés bekövetkezhet, amennyiben a

gazdasejt UNG fehérjéje alacsony enzimatikus aktivitással rendelkezik. A vírus

fertőzés során az UNG mRNS szintjében nem tapasztaltak változást [24], így

célom volt a fennmaradó két lehetőség vizsgálata.

Először megvizsgáltam a fág által fertőzött  UNG fehér-

jéjének enzimatikus aktivitását. Ehhez általam előállított uracilos plazmid DNS-t

[25] emésztettem a már jól karakterizált humán, valamint yersinia UNG en-

zimekkel (1. ábra). Az UNG enzim a dezoxiribóz és az uracil bázis között létrejött

N-glikozidos kötést hasítja. A keletkező bázismentes (AP) helyen a dezoxiribóz

és a foszfát közötti kötés hidrolízisét az APE (AP-endonukleáz) enzim katalizálja.

A hidrolízist követően egyes száltörés keletkezik a DNS-en. Amennyiben

nagymennyiségű uracilt tartalmaz a DNS, a két enzim együttes működése annak

fragmentálódásához vezet.
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A kapott eredmények alapján a yersinia UNG enzimről elmondható, hogy aktív,

és az APE enzimmel közreműködve képes az uracilos DNS-t elemészteni. Ezek

alapján feltételezhető, hogy a ΦR1-37 fágnak is kódolnia kell olyan

fehérjét/fehérjéket, amely(ek) képesek a gazdasejt UNG enzimének működését

gátolni, különben a fertőzés során az uracilos DNS-e feldarabolódna. Ennek

ellenére a fág genomjában nem találtak olyan gént, amely szekvenciálisan az

eddig ismert UGI-khoz (2. ábra) hasonló lenne.

Ennek oka az is lehet, hogy az eddig ismert három UNG inhibitor nukleotid és

aminosav szekvencia tekintetében is nagyban eltérnek egymástól. A közös

bennük az, hogy 3D-s szerkezetük kialakulását követően DNS-t mimikálnak, a



25

     TUDOMÁNYOS CIKK

felületükre kerülő negatív töltésű aminosavaknak köszönhetően [22] (3. ábra).

A ΦR1-37 bakteriofágban várhatóan jelenlévő UGI funkciójú fehérje azono-

sítására egy új, nagyáteresztő képességű kísérletes modellrendszert hoztunk

létre, mellyel olyan faktor(oka)t keresünk a bakteriofág genomjában, amely(ek)

képes(ek) az uracilos DNS menekítésére (4. ábra). Ehhez olyan duplamutáns

 (  dut- ung-) sejteket használtunk, amelyek genomja nem

kódol se működőképes dUTPáz, se UNG enzimeket. Ennek következtében geno-

mi DNS-üknek uracil szintje megemelkedett, melynek mértéke irodalmi adatok-

ból ismert (6580 ± 174 uracil/millió nukleotid [26]).

A baktériumok genomi uracil szintje a két enzim működésének hiányában olyan

mértékű, hogy amenynyiben rekombináns UNG enzimet expresszáltatunk ezek-

ben a sejtekben, az a genomi DNS-ük fragmentálódását, ezzel pedig a sejtek

pusztulását okozza.

Annak ellenőrzésére, hogy a modell rendszerünk megfelelőképpen működik, a

humán UNG enzim génjét tartalmazó plazmid DNS-el transzformáltunk dupla-
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mutáns  sejteket, majd IPTG mentes, illetve IPTG-t tartalmazó táptalajra

szélesztettük, mellyel az  gén kifejeződését indukáltuk. Kontrollként üres, az

 génjét nem tartalmazó plazmiddal is elvégeztük a kísérleteket. Azt tapasz-

taltuk, hogy abban az esetben, amikor az UNG enzimet expresszáltattuk a

sejtekben, az a baktériumok pusztulását eredményezte, amíg a többi esetben

túléltek (5. ábra).

A továbbiakban azt vizsgáltuk, hogy amennyiben a ΦR1-37 bakteriofág genomi

DNS-éből készített könyvtárral együtt juttatjuk az  génjét tartalmazó plaz-

midot a sejtekbe, majd mindkét plazmidról indukáljuk a kódolt gén átírását,

lesznek-e olyanok, amelyek túlélik az UNG katalitikus aktivitását.
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A ΦR1-37 bakteriofág genomi DNS-éből készített könyvtárat Mikael Skurnik

laborja bocsájtotta rendelkezésünkre [23].
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Amennyiben a fágkönyvtárat tartalmazó plazmiddal együtt juttattuk a dupla-

mutáns  sejtekbe az -ot tartalmazó plazmidot, majd indukáltuk a

gének kifejeződését, azt tapasztaltuk, hogy a sejtek egy része túlélt (6. ábra).

Ez azt jelenti, hogy a ΦR1-37 bakterio-fág genomjában valóban találhatóak

olyan régiók, amelyek képesek az uracilos DNS menekítésére, így szerepet

játszhatnak a vírus túlélésében. Annak vizsgálatára, hogy az életben maradt

sejtek a fág genom mely részleteit hordozó plazmidot tartalmazzák, kolónia

PCR-eket végeztünk, majd a PCR termékeket szekvenálással azonosítottuk.

A szekvenálás során kapott szekvenciákat ráillesztettük a vírus genomra, majd

azonosítottuk a nukleotid szekvenciák által kódolt fehérjéket. A kapott fehérje

találatokat bioinformatikai analíziseknek vetettük alá, amely során hasonló

méretű és pI (izoelektromos pont) értékű fehérjéket kerestünk az eddig ismert
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UNG inhibitorokhoz. A kapott találatok közül összegyűjtöttük azokat, melyek

megfeleltek az alábbi kritériumoknak: i, méretük és / vagy pI értékük hasonló a

már ismert UGI-khoz; ii, a vírus fertőzés során korai- vagy konstitutívan

termelődő fehérjék [24] (1. táblázat).
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A g119, g185 valamint a g186 fehérjékkel további bioinformatikai analízist

végeztünk. A g119 fehérje mind méretében, mind pI értékében hasonlóságot

mutat az eddig ismert UGI-khoz. A g185 és g186 fehérjéket kaptuk vissza

legtöbbször a szekvenálási kísérletek során. Bár pI értékük eltér az UNG

inhibitorokétól, ez nem zárja ki, hogy harmadlagos szerkezetük kialakulását

követően a felszínükön egy jól definiált negatív töltéssel rendelkező rész jöjjön

létre. Ezen vírusfehérjék bioinformatikai analízise során kiderült, hogy nem

mutatnak szekvenciális hasonlóságot, egyik adatbázisban található fehérjéhez

sem. Annak vizsgálatára, hogy felszínükön – a többi UGI-hoz hasonlóan -

található-e negatív töltésű felület, harmadlagos szerkezeti modelleket építettünk

a Phyre2 [28] illetve a Swiss-model [29] webszerverek segítségével. Szekven-

ciális homológok hiányában csak a g119 fehérje estében sikerült modellt építeni

a Phyre2 szerver segítségével (7/a. ábra), valamint a g186 fehérjére a Swiss-

model szerverrel (7/b. ábra).

A többi fehérje esetében is végeztünk rendezetlenségre, illetve másodlagos

szerkezeti elemekre predikciót az IUPred [30], valamint a JPred [31]

webszerverek segítségével (8. és 9. ábra).

A kapott eredmények alapján elmondható, hogy ezen fehérjéknek nincs eddig
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ismert szekvenciális, illetve szerkezeti homológjuk, így a harmadlagos

szerkezeti modellek megbízhatósága limitált, azonban feltételezhetően ren-

dezett fehérjék. A g186 fehérje magasabb pI értéke ellenére is feltételezhetően

tartalmaz jól definiált negatív töltésű felszínt, a g119 fehérjével együtt. Annak

ellenőrzésére, hogy ezek a fehérjék valóban képesek az UNG inhibíciójára, 

 kísérleteket tervezünk végezni.

A túlélési kísérletek során kapott eredmények arra engednek következtetni,

hogy egy magas uracil tartalmú genom nem képes az UNG fehérje jelenlétében

fennmaradni, hiszen a duplamutáns  sejtek a humán  gén

indukálása esetén elpusztultak, míg ezen gén hiányában, illetve a gén indukálá-

sa nélkül túléltek. Mindemellett az is elmondható, hogy a ΦR1-37 bakteriofág

ténylegesen tartalmazhat olyan génszakaszokat, amelyek feltételezhetően meg-

akadályozzák az UNG enzim megfelelő működését. A túlélő sejtekkel végzett

kísérleti eredmények több potenciális fehérje találatot is adtak. Ezen találatok

további analízisét tervezzük a továbbiakban.
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ALAPKUTATÁSOK NÉLKÜL NINCS ESÉLY ÚJ TERÁPIÁKRA

A gyógyszerkutatás csapatmunka, amelyben vegyészek, biológusok, orvosok,

sőt informatikusok, közgazdászok és jogászok fognak össze abból a célból, hogy

gyógymódot találjunk többek között a vezető onkológiai, kardiológiai vagy

pszichiátriai betegségekre. Az elmúlt évtizedben olyan terápiás lehetőségek

jelentek meg ezeken a területeken, amelyeket korábban el sem lehetett volna

képzelni. Megnyílt a lehetőség az onkológiai betegségek személyre szabott

terápiájára, a klasszikus kemoterápia mellett megjelent a lényegesen hatéko-

nyabb immunoterápia, a pszichiátriában pedig új lehetőségek nyíltak a bipoláris

zavarok kezelésére.  A betegségek gyógyításához, az oki terápiához, de a

tünetek enyhítéséhez is meg kell értenünk az emberi szervezet egészséges és

kóros működését, ez pedig elképzelhetetlen orvosbiológiai alapkutatások nélkül.

Hogyan találhatjuk meg azokat a fehérjéket, amelyek hibás működésükkel

betegséget okozhatnak? Az emberi szervezetben ugyanis mintegy 30.000 gén

található, amely becslések szerint közel 16.000 fehérjét kódol. Az orvosbiológiai

alapkutatások feladata éppen az, hogy tárják fel a szervezet azon biomolekuláit,

amelyeknek megváltozott működése felelőssé tehető a betegség kialakulásáért.

A gyógyszerkutatási programokban pedig ezeknek a (többnyire) fehérjéknek a

kóros működését igyekszünk helyreállítani, vagy megakadályozni gyógyszermo-

lekulák segítségével. De hogyan kereshetünk olyan molekulákat, amelyek aztán

képesek a kóros működést gátolva a beteget meggyógyítani?

Erre a kérdésre kerestünk választ abban a munkában, amelyet a legfontosabb

gyógyszerkutatási folyóirat, a Nature Reviews Drug Discovery címlapján közölt

(https://www.nature.com/articles/nrd.2018.116, https://rdcu.be/5AJF). A ma-

gyar vezetésű nemzetközi csapat a világ vezető gyógyszercégeinek részvételé-

vel szerveződött és azt tűzte ki célul, hogy felderítse a gyógyszermolekulák

https://www.nature.com/articles/nrd.2018.116
https://rdcu.be/5AJF
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megtalálásának új lehetőségeit. A hagyományos, kismolekulás gyógyszerku-

tatás többnyire olyan molekulákkal foglalkozik, amelyek általában kevesebb

mint 80-100 atomból épülnek fel. A problémát azonban az okozza, hogy a

szerves kémia lehetőségeit figyelembe véve elvi alapon mintegy 1060 számú

ilyen molekula építhető fel. Ennyi molekula valójában nem állítható elő, mert a

szükséges anyagmennyiség meghaladná a világegyetem tömegét, viszont az is

elmondható, hogy az elmúlt közel 250 évben előállított kb. 150 millió molekula

a lehetőségeknek csak elenyésző részét képezi. Ráadásul, ezeknek a mole-

kuláknak a fele csak 143 féle alapvázat tartalmaz, vagyis az eddig előállított

molekulák nagyban hasonlítanak is egymáshoz. A kutatások elsőként arra

irányultak, hogy feltárják az új molekulák előállításában mutatkozó korlátok

okait. Az előállított molekulákat és a hozzájuk vezető reakciókat elemezve a

kutatócsoport megállapította, hogy ezek többsége olyan vegyület, amelyet

ismert és robosztus reakciókkal, jó termeléssel, megvásárolható reagensekkel,

néhány reakciólépésben ésszerűen, viszonylag könnyen elő lehet állítani. Ez

pedig illeszkedik a gyógyszerkutatási programok időbeli és költségvetési kor-

látaihoz. Az előállított molekulák jellegét azonban a szintézisükhöz felhasznált

reakciók határozzák meg, így a következő lépésben ezeket elemeztük. A vizs-

gálatok rámutattak arra, hogy a gyógyszerkutatás különböző fázisaiban, így a

kémiai kiindulópont keresése és nagyszámú, már előállított molekula biológiai

szűrése, a kiindulópontok többszempontú optimálása és a sikeresen azonosított

gyógyszerjelölt előállítása során is mindössze négy reakciótípus (alkilezés,

acilezés, szén-szén kötés létrehozása és védőcsoportok használata) a meg-

határozó. A leginkább megdöbbentő eredményt azonban az egyes reakciófajták

részletes elemzése hozta: kiderült, hogy a gyógyszerkémiában használt leggya-

koribb 5 reakció (amid képzés, Suzuki reakció, aromás nukleofil szubsztitúció,

egy védőcsoport eltávolítása aminokról és aminok reakciója elektrofilekkel) az

összesen alkalmazott reakciók mintegy 60%-át teszik ki. Ezek tehát azok a

reakciók, amelyek leginkább megfelelnek a gyógyszerkémiai gyakorlat

feltételeinek, viszont ezekkel a reakciókkal az elvileg rendelkezésre álló mole-

kuláknak csak egy kis része érhető el.

https://www.nature.com/articles/nrd.2018.116
https://rdcu.be/5AJF
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Hogyan bővíthetjük tehát a gyógyszerkutatás számára elérhető molekulák

körét? A kutatócsoport négy eszközt látott alkalmasnak erre a célra: a

mesterséges intelligencia alapú tervezést, az ésszerű és intelligens automa-

tizálást, valamint új reakciók és technológiák hadrendbe állítását. Figyelembe

véve, hogy napjainkban minden hónapban több mint százezer élettudományi

cikk jelenik meg, továbbá havonta mintegy 25.000 új vegyület előállításáról

számolnak be, ezt a mennyiségű információt már nem lehet a hagyományos

módon feldolgozni. A mesterséges intelligencia alapú megoldások képesek a

teljes adatmennyiség feldolgozására és a köztük fennálló kapcsolatok elem-

zésére. Ezen az elven olyan tervező szoftverek fejleszthetők, amelyekkel nem-

csak egy kiválasztott molekula előállításának módja tervezhető meg, hanem a

már leírt átalakítások segítségével új, eddig elő nem állított molekulákat kapha-

tunk.

Ezeket a molekulákat azonban ténylegesen is elő kell állítanunk, ha pedig az erre

alkalmas reakciók kellően robosztusak, akkor ezt célszerű automatizált módon,

robotokkal végezni. A ma rendelkezésre álló robotokkal már nem csak a mole-
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kulák előállítását, elemzését és tisztítását, hanem azok biológiai vizsgálatát is

automatizálni lehet. Az ilyen integrált rendszerek képesek a sikeres reakciók

feltételeinek gyors meghatározására, a gyógyszerjelöltek kezdeti optimálására,

sőt új reakciók felfedezésére is.

2. ábra. iLab multifunkciós robot az AstraZeneca mölndali kutatóközpontjában. (Forrás:
AstraZeneca.)

A robotok tehát nem veszik el a vegyészek és gyógyszerkutató szakemberek

munkáját, hanem éppen ellenkezőleg, felszabadítják őket a tényleges kreati-

vitást igénylő problémák megoldására. Erre pedig nagy szükség van, hiszen a

gyógyszerkutatás számára elérhető molekulák számának gyarapításához

legfőképpen új reakciókra és stratégiákra van szükség. Az ilyen megoldások

azonban kiterjedt alapkutatásokat igényelnek a kémia és a biokémia területén.

Az elmúlt években enzimeket sikerült munkára fogni, hogy segítségükkel a

számunkra fontos vegyületek tisztán és környezetkímélő módon álljanak elő. A

természetes enzimek átalakításával pedig olyan biokatalizátorokhoz juthatunk,

amelyekkel új reakciók valósíthatók meg. Több évtizedes alapkutatások után a

gyógyszerkutatás is birtokba vehette a fotokémia és az elektrokémia ered-

ményeit, amelyek segítségével (általában UV) fénnyel, illetve elektromos áram-

mal valósíthatunk meg eddig el sem képzelhető kémiai átalakulásokat. Ezekkel
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a reakciókkal új kémiai kötéseket tudunk kialakítani, amelyek pedig új mole-

kulákhoz vezetnek. Az alapkutatásoknak köszönhetően fedeztek fel olyan új

katalizátorokat, amelyekkel eddig minden reakciónak ellenálló szerkezeteket

építhetünk tovább, vagy használhatunk fel az új molekulák előállításához.

Mindezeknek az alapkutatási eredményeknek már megkezdődött az adaptációja

a gyógyszerkutatás mindennapi gyakorlatába. Ez azonban nem magától

értetődő folyamat. Nem pusztán arról van szó, hogy meg kell találnunk a

ténylegesen hasznosítható eredményeket, hanem arról is, hogy le kell

küzdenünk azokat a tudományos, technológiai, szervezeti és kulturális gátakat,

amelyek a sikeres adaptáció útjában állnak.

Kutatócsoportunk nem pusztán felmérte a gyógyszerkémia megújítására alkal-

mas megoldásokat, hanem két lehetséges megoldást is kidolgozott az adap-

tációs folyamat gyorsítására. Az egyik megoldás középpontjában a tudományos

és technológiai problémák állnak, amelyhez a gyógyszervállalatok, innovatív

kisvállalkozások és a kutatóhelyek közti együttműködés erősítésére van szük-

ség. Ezért lényegesek a nagy európai konzorciális projektek, amelyben a

kutatócsoport tagjai is részt vesznek. Ezt támogatják az Európai Uniónak a

versenyszféra és a kutatóhelyek közti együttműködést célzó pályázati kiírásai is,

jó példa erre az Innovative Medicines Initiative (https://www.imi.europa.eu).

Ugyanakkor azonban szervezeti és kulturális gátak leküzdéséhez a pályázati és

bírálati rendszerek célzott átalakítására, az egyetemi és posztgraduális oktatás

korszerűsítésére, a kutatóhelyi és vállalati teljesítményértékelési rendszerek

felülvizsgálatára, valamint a motivációs eszközök feltételrendszerének és

körének átgondolására is szükség van.

https://www.nature.com/articles/nrd.2018.116, https://rdcu.be/5AJF

https://media.nature.com/original/nature-assets/nrd/journal/v17/n10/extref/

nrd.2018.116-s1.pdf

https://www.nature.com/articles/nrd.2018.116
https://www.nature.com/articles/nrd.2018.116
https://rdcu.be/5AJF
https://media.nature.com/original/nature-assets/nrd/journal/v17/n10/extref/nrd.2018.116-s1.pdf
https://media.nature.com/original/nature-assets/nrd/journal/v17/n10/extref/nrd.2018.116-s1.pdf
https://media.nature.com/original/nature-assets/nrd/journal/v17/n10/extref/nrd.2018.116-s1.pdf
https://www.linkedin.com/feed/update/urn:li:activity:6441425006454013952
https://www.linkedin.com/feed/update/urn:li:activity:6442727780324122624
https://www.linkedin.com/feed/update/urn:li:activity:6442727780324122624
http://blogs.sciencemag.org/pipeline/archives/2018/08/28/new-reactions-and-where-theyll-come-from
http://blogs.sciencemag.org/pipeline/archives/2018/08/28/new-reactions-and-where-theyll-come-from
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https://www.linkedin.com/feed/update/urn:li:activity:6441425006454013952

https://www.linkedin.com/feed/update/urn:li:activity:6442727780324122624

http://blogs.sciencemag.org/pipeline/archives/2018/08/28/new-reactions-and-

where-theyll-come-from

https://www.nature.com/articles/nrd.2018.116
https://www.nature.com/articles/nrd.2018.116
https://rdcu.be/5AJF
https://media.nature.com/original/nature-assets/nrd/journal/v17/n10/extref/nrd.2018.116-s1.pdf
https://media.nature.com/original/nature-assets/nrd/journal/v17/n10/extref/nrd.2018.116-s1.pdf
https://media.nature.com/original/nature-assets/nrd/journal/v17/n10/extref/nrd.2018.116-s1.pdf
https://www.linkedin.com/feed/update/urn:li:activity:6441425006454013952
https://www.linkedin.com/feed/update/urn:li:activity:6442727780324122624
https://www.linkedin.com/feed/update/urn:li:activity:6442727780324122624
http://blogs.sciencemag.org/pipeline/archives/2018/08/28/new-reactions-and-where-theyll-come-from
http://blogs.sciencemag.org/pipeline/archives/2018/08/28/new-reactions-and-where-theyll-come-from
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KÉMIAI ÉS BIOLÓGIAI PERIODICITÁS;
MENGYELEJEV ÖRÖKSÉGE

A kémiai elemek periódusos rendszere mindmáig a kémia oktatásának alapvető

eszköze.  orosz kémikus ismerte fel 1869-ben. De

vajon átlátjuk-e egészen tudományos és kulturális jelentőségét? Mindenesetre

az UNESCO az idei évet a kémiai elemek periódusos rendszerének szentelte a

másfél évszázados jubileum tiszteletére (1. ábra). A  és  2019.

januári számaiban több cikk is foglalkozik a jubileummal.

A tudományos kutatás igyekszik a felismeréseket és összefüggéseket rendszerbe

illeszteni.  a 18. században rendszerbe foglalta a növényeket és állatokat. Miután

pedig a 19. században sikerült világosan megkülönböztetni a kémiai elemeket és

vegyületeket,  felismerte, hogy az elemek tulajdonságai periodikusan

ismétlődnek az atomtömeg függvényében. Ennek alapján sorokba és oszlopokba

rendezte az akkor ismert 63 elemet. Mások hasonló rendszereit meghaladóan,

Mengyelejev, a periódusos rendszere alapján megjósolta új elemek létezését és tulaj-

donságait is. Ezeknek az elemeknek a felfedezése fényesen igazolta rendszere

érvényességét. Voltak persze ellentmondónak látszó felfedezések is: pl. a nemesgázok

számára új oszlopot kellett a rendszerbe illeszteni.

https://www.iypt2019.org
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Mengyelejev valóban a kémia alapvető rendszerét ismerte fel. A rendszer

alapvető jellegzetessége a periodicitás. Periodikusan változó paraméterek

(atomsugár, ionizációs energia, elektronegativitás, elektronaffinitás, fémes jel-

leg) határozzák meg az elemek tulajdonságait és kémiai reaktivitását.

Sok természeti jelenség, folyamat ciklikus, meghatározott rendben és/vagy

időben ismétlődik. Mengyelejev periódusos rendszere volt az első, amelyik az

anyag szerkezetében és minőségében mutatott ki periodicitást. Ma már 118

elemet tartalmaz a periódusos rendszer. De a magfúzióval előállított szuper-

nehéz elemek élettartama rendkívül kicsi és tulajdonságaik periodicitása gy-

engül [1]. A periódusos rendszernek számos változata van. Kisebb-nagyobb

anomáliáinak értelmezése apróbb módosulásokat eredményezhet még, de gya-

korlatilag véglegesnek tűnik.

Mengyelejev periódusos rendszere inspirálta Thompson, Pauli és Bohr atom-

modelljét fél évszázaddal később. Mai szemmel az atomszerkezet és elektron-

héjainak ismeretében az atomok rendszámuk (protonok száma) alapján

rendezhetők sorba és az egyes elektronhéjak telítődése után kerülnek a

következő sorba. A periódusos rendszer független változója mennyiségi jellegű

lépcsőzetes függvény, a függő változó pedig a minőség periodikus változása. A

rendszer komplexitásában a hierarchia szintjeit az elektronhéjak (s,d,f,g,h,i)

jelentik. Vegyületek (két és háromatomos molekulák, aromás szénhidrogének)

rendszerezését is megpróbálták. Kevés eredménnyel, mert itt a független

változó nem lineárisan változik.

A  olvasói feltehetően a biokémiában és biológiában megjelenő perio-

dicitásra kíváncsiak elsősorban. Figyelemre méltó, hogy az élővilág esszenciális

alkotóelemei (C, N, O, P és S), a hidrogén kivételével, egy csoportban találhatók

a periódusos rendszer jobb felső sarkában (2. ábra). A többi biológiailag

releváns és különböző funkciójú elem is különálló csoportokat alkot a rendszer-

ben, amint azt a 2. ábra elkülönülő színmintázatai mutatják. Ez a hasonló kémiai

https://www.iypt2019.org
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tulajdonságok megnyilvánulása hasonló funkciókban.

 (Forrás:

A komplex biológiai szervezetek hierarchiájában a proteinek meghatározó

helyzetben vannak. Megpróbálták formalizálni a proteinek másodlagos és har-

madlagos kölcsönhatásait, hogy feltekeredésüket, topológiájukat automatikusan

lehessen definiálni és periódusos rendszerbe foglalni [2].  A szerkezeti pro-

teinekben (kollagének, keratinok, selyem, sejtfal proteinek) sok periodikusan

ismétlődő szekvencia található. A funkcionális fehérjékben (transzkripciós

faktorok, receptorok, ioncsatornák, hisztonok, ubiquitin) pedig szerkezeti

domének (pl. tetratrikopeptid, ankyrin, ß- , ß-propeller) ismétlődnek. Az

ismétlődő domének szekvenciája nem azonos, de homológ, pl. legalább tizenöt-

féle fehérje vesz fel 8-redős ß-hordó szerkezetet. Bizonyos konformációk (hélix,

ß-redő) periodikusan ismétlődnek. A szekvenciák intra- és intermolekuláris

ismétlődéséből magasabb rendű, szimmetrikus tercier és kvaterner szerkezetek

jönnek létre (pl. szuperhélix, csavart csavar), pl. a WD40 domén hét-lapátos

ß-propellerekről szerveződik.

http://eawag-bbd.ethz.ch/periodic
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A proteinek kvaterner szerveződésének funkcionális jelentőségét számos szigna-

loszóma felfedezése is igazolja. Finomszerkezetük feltárása azonban még várat

magára. A protein komplexek kvaterner szerveződését  és munkatársai [3]

három alaplépésre vezették vissza: dimerizáció, ciklizáció és alegység addíció.

Több száz szerkezet topográfiája és alegységeik kontaktfelületének elemzése

alapján a komplexeket periódusos rendszerbe foglalták. Az egyik tengelyen

különböző alegységeik száma szerepel, a másikon pedig szimmetrikus

ismétlődéseik száma. Az egyes cellákban pedig sémás szerkezetük van. Azonos

alegységek fej-láb kapcsolódással forgási szimmetriájú komplexeket képeznek, a

fej-fej és láb-láb kapcsolódások pedig diéderes szimmetriát eredményeznek. Ez

a szerkezeti periódusos rendszer már új szerkezetek predikciójára és az ismertek

besorolásának korrekciójára is alkalmas [3].

Az élővilág időben periodikus anyagcsere körfolyamatokba rendezi a működéshez

szükséges vegyületek előállítását és lebontását, valamint az energia termelését.

Gánti Tibor -elmélete hidat képez a kémiai és biológiai periodicitás

között [4]. A  az élet minimálrendszere. Három autokatalitikus alrend-

szert tartalmaz sztöchiometrikusan csatolva. A  önszerveződő fluid

automata, amely stabil, szaporodik és evolúcióképes. Következésképpen az

időbeli biológiai periodicitás a prebiotikus evolúcióból ered.

Kérdéses, hogy a biológiai periodicitás vizsgálatában mi tekinthető független és

függő változónak.  az evolúció és rendszertan alapján vizsgálta az

egyes rendszertani csoportok funkcióit, tehát a minőségi változások periodicitását

[5]. A független változóban tehát megjelenik az idő is. A biológiai evolúció

rekurrens jellege fenotípus, molekuláris és genom szinten jelenik meg [6] és

számos ismételten megjelenő szerv és funkció igazolja; pl. a lumineszcencia,

látás, regeneráció, placenta, pénisz és mentális képességek ismételten fel-

bukkannak a törzsfejlődés különböző szintjein [7]. Eltérő komplexitású ok-

ban, függetlenül jelenik meg placenta növényekben(!), gerinctelenekben és

emlősökben. A 3. ábra mutatja, hogy hasonló szárnyakkal repül számos faj,

http://eawag-bbd.ethz.ch/periodic


     REVIEW

46

amelyek szervezettsége sokféle. Lima-de-Faria a rekurrens evolúcióban laza

periodicitást vél felfedezni [5,7].

DNS transzpozonok morfológiai és funkcionális újdonságokat hoznak létre,

nem-kódoló RNS-ek pedig szabályozzák a DNS-ek transzkripcióját. A genomban

kódolt bizonyos funkciók az életkörülmények változása következtében szük-

ségtelenné válnak és gátlódnak, másoknál újra előnyössé válhatnak és ex-

presszálódnak. Így az evolúciónak nem kell újra és újra felfedezni és

működésképtelen átmeneti formákon át stabilizálni egy-egy funkciót. Úgy tűnik,

hogy az evolúció szükség esetén (időközönként) a faj fenntartásához előnyös

funkciókat expresszál [7].

Lima-de-Faria még tovább megy és a periodikus rekurrenciát az elemek periódusos

rendszerére és a feljebb említett elem-csoportosulásokra vezeti vissza [5, 7]. Okozati
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összefüggést lát az ásványok kristályszerkezeti és az élővilág morfológiai szimmetriái

között is [5]. Bilaterális szimmetria jellemzi a kontakt ikerkristályokat és minden

gerincest. A természetben mindenhol megtalálható szimmetria az anyagszerkezet

szimmetriájának megnyilvánulása. A jégkristályok hatfogású szimmetriája például a

H2O molekula szerkezetéből következik. A molekuláris mimikri alapján különböző

kémiai összetételű ásványok és makromolekulák vehetnek fel hasonló szerkezetet és

tölthetnek be hasonló funkciót. Bizonyos fajok szemlencséje nem fehérjéket (krisz-

tallinokat), hanem ásványokat tartalmaz. Lima-de-Faria biológiai periódusos rendszere

azonban predikciókra nem képes és számos adattal kell még alátámasztani a létjogo-

sultságát.

De mi is a gond a biológiai periodicitás kimutatása körül? A komplex rendszerek

tulajdonságait nemcsak belső kölcsönhatások, hanem környezeti kölcsönhatá-

sok is befolyásolják, pl. a geoszféra dominánsan hat a bioszférára. A cirkadián

és szezonális hatások jól kimutathatók a biológia időbeni periodicitásaiban.

Az anyagszerkezet mélyén bizonyosan ott lapul a periodicitás. De a szuper-

nehéz kémiai elemek tulajdonságaiban már gyengül, mert a tulajdonságaikat

meghatározó külső elektronok egyre jobban kikerülnek az atommag vonzó

hatása alól. Az atommag belső, erős kölcsönhatásai determinisztikus

törvényszerűségekben nyilvánulnak meg. Egy komplex biológiai rendszer tulaj-

donságait azonban nemcsak belső, hanem külső kölcsönhatások (bioszféra,

geoszféra és légkör) is befolyásolják. Minél jobban alárendelődnek a belső

kölcsönhatások a környezeti hatásoknak, annál inkább elfedik valószínűségi

törvényszerűségek a determinisztikusakat [8].

A biológiai ismeretek rendszerezése  óta folyamatosan bővül. Mengyelejev

óta pedig a rendszerezésben a periodicitást is figyelembe veszik. Már ökológiai

periódusos táblázatokkal is próbálkoztak [9].

Láthattuk, hogy a periodicitás kapcsolatban áll a hierarchia, komplexitás és

szimmetria fogalmaival is. Filozófiai jelentősége a tudományos ismeretek rend-
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szerezése, az osztályozás. Amennyiben a szimmetria általános rendszerező

elvnek is tekinthető, a biológiai periódusos rendszerekben – ha lesz valaha ilyen

– a szimmetriákra fontos szerep vár.
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RENDEZETLEN FEHÉRJÉK:
FUNKCIÓ (?) SZERKEZET NÉLKÜL

Az alábbiakban szeretném összefoglalni, hogy mi vezetett a fenti cikk meg-

írásához, illetve mi lehet annak a titka, hogy a terület egyik alapműve lett és

ilyen sok hivatkozást kapott. A történet azzal kezdődött, hogy enzimológusként

a kalpain enzimet vizsgáltam, és tudatában voltam, hogy az enzimnek van egy

„furcsa” inhibítora, a kalpasztatin, ami minden szempontból szokatlanul

viselkedik: az oldatát például ki lehetett forralni, ami a fehérjék világában szinte

példa nélküli volt (gondoljunk csak a keménytojásra). Mint sok más eredeti

felismerésnél, a furcsaság okozta „kényelmetlen” érzést az ember ignorációval

kompenzálja, én is úgy tettem, mintha ez nem is létezne. Az én esetemben a

felismerést kiváltó (kikényszerítő) kritikus momentum az volt, hogy

együttműködést alakítottunk ki a kalpain szerkezet-funkció kutatás egyik

kiemelkedő személyiségével, Koiichi Suzuki professzorral, akinek a meghívásra

2000-ben három hónapot töltöttem Japánban, a Tokiói Egyetemen.

Itt, míg nap közben a kalpain ügyes-bajos dolgai foglalkoztattak, egyik este arról

olvastam, hogy megoldották az ecetmuslica ( , drozi) genom

szekvenciáját, és abban négy kalpain gént is találtak. Az adatbázisban keres-

gélve azonban azt a furcsaságot találtam, hogy a genomban egy kalpasztatin

gén sincs, ami – figyelembe véve az enzim és inhibítor egymásra utaltságát –

nagyon furcsán hatott. Mivel a kalpasztatin gént a drozi genomban az akkori

legjobb homológia kereső módszerek segítségével sem találtam, az inhibítor

http://mbkegy.hu/apps/mbkegy/resources/biokem_docs/2019/Tompa_2005.pdf
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aminosav összetételi mintázatát próbáltam elemezni, ami arra a teljesen várat-

lan felismerésre vezetett, hogy a kalpasztatin ebből a szempontból is teljesen

eltér más fehérjéktől. Mivel tudtam, hogy az inhibítor natív körülmények között

is „random-coil” szerkezetet mutat, ennek összekapcsol(ód)ása a szokatlan

aminosav összetétellel egyfajta megvilágosodás-élményt okozott. Azonnal el-

határoztam, hogy ezzel a jelenséggel fogok foglalkozni, bár – szerencsére – nem

volt még neve és gyakorlatilag irodalma sem.

Ezért Budapestre hazatérve megpróbáltam összeszedni, elolvasni és rendszerez-

ni minden korábbi, hasonlóan furcsa fehérjére vonatkozó megfigyelést, ami

közel kétezer publikációt jelentett. Gondolataimat a fehérjék

„rendezetlenségéről” egy TIBS cikkben írtam meg [1], ami a terület egyik

alapműve lett. Máig jól emlékszem azonban az érzésre, hogy a TIBS editor nem

javasolta, hogy a cikkbe beleírjam a legfontosabb üzenetet, hogy nemcsak hogy

vannak rendezetlen fehérjék, és azoknak funkciója is van, hanem hogy a funkció

származhat a rendezetlen állapotból (is). A tanácsa az volt, hogy „it is not even

accepted that disordered proteins exist, how could you write about what

functions can arise from disorder?”. Szóval a TIBS cikk arról kellett hogy szóljon,

hogy valószínűleg sok ilyen fehérje vagy fehérjerész van, és ez milyen érdekes.

Amit persze sokan azzal kritizáltak, hogy OK, lehet, hogy sok olyan fehérje van,

amelyik a kémcsőben ilyen furcsán viselkedik, de talán csak azért, mert

kiemeljük őket a sejt kontextusából, ahol igazából rendezettek. Csakhogy a sok

cikk elolvasása után tudtam, hogy ez nem így van, sok bizonyíték (pl. gyors

evolúció, megfigyelhető kötési mód, szokatlan aminosav összetétel stb.) van

arra, hogy a rendezetlen fehérjék a sejtben is rendezetlenek, és hogy vannak

olyan funkciók (pl. entropikus lánc, különböző kötőpartnerekhez való szerkezeti

adaptálódás stb.), amelyek a globuláris állapottal nem egyeztethetők össze.

Vagyis, a rendezetlenség sok fehérje natív és funkcionális állapota. Úgy érez-

tem, valami nagyon bennem maradt, a legfontosabb üzenetet nem mondhattam

el. Muszáj volt megfogalmaznom és részletesen bemutatnom, hogy: (1) a
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rendezetlenség sok fehérje vagy fehérjeszakasz natív állapota, (2) ezek a

fehérjék nemcsak hogy funkcionálisak, hanem funkciójuknak a rendezetlenség

fontos eleme, (3) sok speciális funkció kifejezetten a rendezetlen állapotból

következik, a fehérje rendeződésével elveszik, és (4) a fehérjék funkcionális

osztályozását ennek megfelelően ki kell bővíteni. Mindezt leírtam, és megkeres-

tem a FEBS editorát, hogy mit szól hozzá... Így egy olyan cikk született, ami

bizonyos szempontból fontosabb üzenetet hordoz, mint az első [2]. Sokan azóta

is azért hivatkoznak rá, mert itt lett először kimondva, hogy a rendezetlenség a

fehérjék funkcionális állapota, és mint olyan, vizsgálható és megérthető. Ami

azután elvezetett a hagyományos szerkezet-funkció paradigmán („structural

biology”) túlmutató rendezetlenség-funkció paradigma („unstructural biology”)

megfogalmazásához is [3].

És akkor, hogy mi a sok hivatkozás titka? A cikk jó időben volt jó helyen, és (1)

egy fontos, általános és „új” területen, ahol (2) alapvető és általános

üzenet(ek)et közvetített, és (3) a terület iránt azóta is tartós érdeklődés

nyilvánul meg (még ma is „divatos”). Mindezek fontosak voltak, hogy elindítsák

és hosszú időn át fenn is tartsák a citációs aktivitást. Talán ilyen egyszerű. Én

azóta is próbálom ezt az egyszerű receptet alkalmazni, de nem mindig sikerül...
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Kedves Kollégák!

A 49. membrán-transzport konferencia szervezőbizottságának elnökeként
nagy tisztelettel és örömmel köszöntök minden kedves résztvevő kutatót!

A hagyományokhoz híven konferenciánk idén is Sümegen, a Hotel
Kapitányban kerül megrendezésre, amely egy igen kellemes és inspiráló
környezetet biztosít számunkra.

Az idei program összeállításánál igyekeztünk követni a konferencia
hagyományait, megtartva az esemény multidiszciplináris szakmai jellegét. Az
egyes szekciók során mind orvosbiológiai, mind növénybiológiai kutatások
bemutatásra kerülnek, ezáltal is elősegítve a különböző szakterületek közötti
kapcsolatok kialakítását, a tudományos kérdések hatékonyabb megválaszolását.
Egy jelentősebb új elem a konferencia programját illetően egy metodikai szekció
kialakítása, amely minden membránbiológiával foglalkozó kutató számára
értékes ismereteket nyújthat és új távlatokat nyithat a kutatásaikban.

További célunk a konferenciasorozat azon hagyományának folytatása is, hogy
elősegítsük a fiatal kutatók szakmai fejlődését és új kapcsolatok kialakítását.
Ezért több fiatalnak is lehetőséget adunk kutatási eredményeik bemutatására,
hogy hozzájárulhassanak a tematikus szekciók sikeréhez. A poszterszekciók
során a kiállított posztereket értékeljük és az utolsó nap délelőttjén
megrendezendő „Fiatalok fóruma” szekcióban a legkiemelkedőbb tudományos
eredmények szóbeli előadás formájában is bemutatásra kerülnek.

Reményeink szerint az idei rendezvényünk hangulata, tudományos értéke
minden szempontból követni fogja a konferenciasorozat több évtizedes
hagyományait, amelyet igen nagymértékben elősegítenek a Remedicon Kft és a
Hotel Kapitány lelkes munkatársai, valamint kiállítóink és szponzoraink
nagylelkű támogatásai, akikkel remélhetően értékes kapcsolatok kialakítására is
lehetőségünk nyílik.

A konferencia honlapja:
https://www.remedicon.hu/280/49-membran-transzport-konferencia

Kellemes, szakmai élményekben gazdag és inspiráló konferenciát kívánok!

https://www.remedicon.hu/280/49-membran-transzport-konferencia
https://www.remedicon.hu/280/49-membran-transzport-konferencia
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MEGLESETT PILLANATOK

Engem lenyűgöz az életnek nevezett csoda belekódolva mintegy 2 m hosszú

DNS molekulába, legalábbis a mi esetünkben.  Az iskolapadban ez biokémia,

molekuláris biológia, élettan, etológia... Kint a természetben ugyanez egy

vékonyka hajtás felbukkanása, megerősödése, fák tél utáni megelevenedése és

nyújtózása a nap felé, a tavaszi rét illata, madarak éneke és szabad

szárnyalása... Végtelenül sorolható lenne, mint amilyen az élet végtelennek tűnő

változatossága. Jó ezt látni, megtapasztalni a természetben, s tanulni belőle. A

fotózás megörökít valamit ebből. Nem pótolja az ottlét élményét, de

visszaadhatja a pillanat szépségét, a természet hangulatát, alkalmanként és

szerencsés esetben egy hirtelen mozdulatot, felröppenő madarak civódását, ami

túl gyors ahhoz, hogy a helyszínen igazán felfogjuk. Számomra amatőr

fotósként ez így lesz teljes és örömteli.
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