3. Fehérjék vizsgalatanak bioanalitikai

modszerei

KiLAR FERENC

A fehérjék analitikai elemzésére alkalmas mddszerek
elsésorban tisztitott fehérjék vizsgalatat jelentik, de
novekszik az olyan modszereknek a szama, amelyek a
keverékekben, matrixokban jelen 1év6 fehérjék vizs-
galatara alkalmasak.

A fehérjék vizsgalatanak célja tisztitas, elvalasztas,
a kolcsonhatasok vizsgalata, a jellemz6 paraméterek
meghatarozasa, biologiai funkcidk elemzése, a tér-
szerkezet meghatdrozasa, konformacios, denaturaci-
6s tulajdonsagok jellemzése. Mindez a bioanalitika
targykorébe tartozik. A bioanalitikai mddszerek fel-
olelik az elvalasztastechnikdk, a szerkezetanalizis, a
bioinformatika, a bioldgiai fizikai kémia majdnem
teljes eszkoztarat.

E fejezet — amellett, hogy érinti a fehérjék vizsgala-
tara alkalmas maddszerek céljait és {6bb kérdéseit, va-
lamint el6jelzi a tovabbi fejezetek tartalmat — néhany
bioanalitikai teriiletet targyal részletesebben.

Fehérjék extrakcidja

A fehérjék extrakcidjanak még ma is a legszélesebb
korben alkalmazott médja az olddszeres kinyerés és
az ezt kovetd, csapadékképzésen alapuld, esetenként
lépcsizetes kicsapassal végrehajtott frakcionalas.

Fehérjék kromatografiaja

A fehérjetisztitas masik legfontosabb teriilete an-
nak elvalasztastechnikai alkalmazasa, azok kozil is
a kromatografia. A kromatografids eljarasok széles
felhasznalasi korébdl a fehérjék kinyerésére alkalmas
gélsziirés (méretkizarasos kromatografia, gélkroma-
tografia) a legfontosabb maddszer, amellyel preparativ
moédon, nagy mennyiségben lehet tisztitott prepara-
tumot elddllitani. A gélszlirés soran kiilonb6z6 po-
rusméretii gélmatrixon megfelelden lehet a fehérjéket

akar a 100 000 Da molekulatomeg értékig egymastol
elvalasztani és frakcionalni. A modszer preparativ
felhasznalasa mellett fehérjék molekulatomegének
analitikai megbecsiilésére is alkalmas (3-1. dbra). A
gélszlirés hatranyai kozé tartozik az, hogy két fehérje
elkiilonitésének feltétele molekulatomegiikben leg-
alabb 10%-os kiilonbség megléte, valamint az, hogy
a frakciok gytjtése soran az oldat higul, ezért tomé-
nyitési eljarasokat (pl. szelektiv membranokon val6
»ultraszlirés”) vagy pl. liofilizalast kell alkalmazni a
megfeleld fehérjepreparatum elkészitéséhez.

A fehérjék kiillonboz6 tulajdonsagain alapul6 kro-
matografids elvalasztasok koziil az ioncserés kromato-
grdfiaval egy adott pH-n a toltéskiilonbség alapjan
lehet fehérjéket elvalasztani. Ennek hatranyai koziil
meg kell emliteni, hogy az elicidhoz alkalmazott
esetlegesen nagy ionerdsségii olddszer a molekulak
denaturacidjat okozhatja.

Az affinitdskromatogrdfia alkalmazdsaval lehet a
legtisztabb preparatumokat eléallitani. Ennek forma-
ja a fehérjékkel specifikusan kolcsonhatas kialakitasa-
ra alkalmas oszlopok hasznalata. Glikoproteinek tisz-
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3-1. dbra. Ismeretlen fehérje molekulatomegének becs-
lésére alkalmazhat6 kalibracios egyenes gélsziiréssel valo

elemzésben
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titasara alkalmazhato a lektinkromatografia, fémkoto
fehérjék elvalasztasara immobilizalt fémionokat tar-
talmazo oszlopok, de a legszélesebb korben hasznal-
haté moédszer az immobilizalt, specifikus ellenanya-
gokat alkalmazé ,,immunaffinitds-kromatogrdfia”.

A kiilonbo6zé kotott ligandumokat alkalmazo [i-
gandumreceptor-kromatogrdfia akar 1000-szeres fe-
hérjetisztitasi hatékonysagot képes elérni 10-50%-o0s
visszanyeréssel. A specifikus ligandumok egy “spa-
cer”-en keresztiil kapcsolodnak az agardz- vagy po-
liakrilamidmatrixhoz (3-2. dbra). Amennyiben a li-
gandum reaktiv, a fehérjék szelektiven kotédnek az
oszlophoz. A kotott fehérjék eltavolitdsa az eluensben
oldott azonos vagy attdl kiilonb6z6, mas ligandum-
mal végrehajtott extenziv mosassal érhetd el.

Specifikus fehérjetisztitas lehetséges un. affinitds-
cimkék, ,tag’-ek segitségével. Egy adott fehérjéhez
kovalensen kotott pl. hisztidin-,tag” (,,His-tag”),
»cimke” nagy affinitassal rendelkezik nikkel- és ko-
baltionokkal szemben, vagyis az ilyen immobilizalt
fémionokat tartalmazé oszlopon azokat a fehérjéket,
amelyek ilyen cimkékkel rendelkeznek, nagy speci-

ficitdssal lehet elvalasztani. A His-tag-et els6sorban
rekombinans technikak alkalmazasakor hasznaljak,
az igy eléallitott fehérjékrdl a ,,cimkét” proteolitikus
hasitassal el lehet tavolitani.

Fehérjék frakcionalasa ultracentrifugaval

A fehérjéket ultracentrifugalassal is el lehet valasztani
a vizsgalatokhoz. Az analitikai és a preparativ ultra-
centrifugdlasi technikdk koziil ma mar elsésorban a
gradienscentrifugdldst alkalmazzak, amelyhez szacha-
réz- vagy glicerin-koncentraciogradienst, ill. kolloid
szilikagél-részecskéket tartalmazé twn. Percoll-gra-
dienst haszndlnak. Megfeleléen hosszu centrifuga-
last kovetden a kiilonb6zé molekulatomegii fehérjék
(kolloidrészecskék) a stirtiségitknek megfelelé zoéna-
ban helyezkednek el, és a centrifugalds utan frakci-
okba gytjtheték. Bar a felbontds (molekulatomeg
szerinti elvalasztas) nem nagy, alkalmazasa bizonyos
esetekben hasznos.
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3-2. dbra. Ligandum kotése matrixokhoz

a) A ligandum az aminocsoportjan keresztiil k6tddik az N-hidroxi-szukcinimid-észterrel aktivalt matrixhoz
b) Karboxilcsoporttal rendelkezd ligandum kotése karbodiimid-aktivalas utdn a matrix aminocsoportjahoz
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Fehérjék vizsgalata elektroforézissel

A pH-tol fuggd toltéssel rendelkezd, amfoter tu-
lajdonsagu fehérjék analizisére leggyakrabban al-
kalmazott elvalasztastechnika az elektroforézis. Az
elektroforézis — bar korlatozott mértékben alkalmas
preparativ elvalasztasra — elsésorban analitikai mod-
szer, amellyel ugyanakkor szamos vizsgalatot el lehet
végezni. A fehérje-osszetétel meghatarozasa mellett
egyértelmtien alkalmazhaté tisztasagvizsgalatra, de
mads molekuldkkal (kis molekuldk és makromoleku-
lak) torténd kolcsonhatasok vizsgalatara, az amfoter
tulajdonsagaikat jellemzé paraméterek (izoelektro-
mos pont) meghatdrozdsara, konformacios stabilita-
suk (denaturaciés tulajdonsaguk) jellemzésére.

Az elektroforézis technikanak az ARNE T1SELIUS al-
tal a harmincas években leirt modszere az elektromos
térben vandorlo ionokat oldatban, hordozé nélkiil irta
le, amelynek soran fehérjéket és fehérjekeverékeket
(pl. szérum) valasztott el elektroforézissel. A vandor-
16 komponensek hatarfeliiletét (a zéna vandorlasat)
torésmutatd-detektorral kovette nyomon (moving
boundary electrophoresis). Az azéta eltelt id6szak alatt
az elektroforetikus technikdk két lényeges formaban
jelentek meg. Az eredeti Tiselius-késziilék ,,szabad ol-
dat”-ban nem volt alkalmas nagyszdmu minta elem-
zésére, a detektdlas modja is gondot jelentett. Ezért a
technika akkor kezdett teret hdditani, amikor gélmat-
rixokat (HJERTEN - agaro6z, 1955, ORNSTEIN és DAvIs,
valamint RAYMOND és WEINTRAUB - poliakrilamid,
1959) kezdtek alkalmazni.

A csak makromolekulak (fehérjék és nukleinsavak)
vizsgalatara alkalmas gélelektroforetikus modszerek
a mai napig fontos szerepet jatszanak. Elsésorban
fehérjék molekulatomegének meghatarozasara hasz-
nalatosak, ugyanakkor a proteomikai kutatasok el6-
térbe kertilésével, a tomegspektrometridval kapcsolva
egyértelmuen helyiik van a mai elemzésekben is.

A hatvanas-hetvenes évek soran azonban egy ,,uj”
elektroforetikus moédszer héditotta vissza TISELIUS
eredeti modszerének érdemeit. Az oldatban, de most
mar vékony (liveg)csovekben, kapillarisokban, érzé-
keny detektalasi technikakkal kombinalt mddszerek
egy Uj, nagyon sok lehetdséget kindlo elektroforetikus
elemzérendszert alkotnak, a kapillaris-elektroforeti-
kus technikékat.

Az egyes elemzd-detektald technikdk részletesebb
targyalasa el6tt azonban fontos az elektromos térben

végrehajthat6 elemzések osszefoglalasa. A 3-1. tabld-
zat az elvéalasztasi modok fajtait, a végrehajtas kortl-
ményeit, az elvalasztasi elveket és a vizsgalt kompo-
nenseket 0sszegzi.

A 3.1. tdblazaton leirt mddszerek tobbsége tehat
gél- és oldatrendszerekben is végrehajthato. A tabla-
zat elektroforetikus technikai ugyanakkor egymassal
vagy mas technikakkal kapcsolhatok. Tobbek kozott
igy jott létre a 2D-PAGE, vagyis a ,,kétdimenziés poli-
akrilamid-gélelektroforézis”.

A gélmatrixban végrehajtott, fehérjék analizisére
alkalmazhato egy- és kétdimenzios elektroforetikus
elvalasztasok elméleti és gyakorlati leirdsa a 4. fejezet-
ben talalhato. E fejezetben a fehérjék kapillaris-elekt-
roforetikus elemzésére hasznalatos legfontosabb
technikak leirdsat adjuk meg.

FEHERJEK KAPILLARIS-ELEKTROFORETIKUS
ELEMZESE. CHIP-ELEKTROFOREZIS

A kapillarisméretben végzett, elektromigracion ala-
puld elvalasztas egyike a leggyorsabban fejlddé el-
valasztasi modszereknek. Az elektroforetikus elva-
lasztasi modszerek azon alapulnak, hogy elektromos
térben az oldott anyagok kiilonb6z3 sebességgel
vandorolnak. A kapillaris-elektroforézisnél (capilla-
ry electrophoresis, CE) az elektroforézis egy vékony,
altalaban 25-75 pum belsé atmér6jti, pufferoldattal
toltott kapillarisban torténik. A kapillaris alkalmaza-
sanak szamos elénye van, igy pl. az, hogy a kapilla-
ris nagy elektromos ellenélldsanal fogva a rendkiviil
nagy téreré (100-500 V/cm) alkalmazdsat csekély
hoéfejlédés mellett teszi lehetévé. A fejlédott ho
(joule-hd) a kapillaris nagy feliilet/térfogat aranya
miatt jol eloszlik. A nagy elektromos térerd haszna-
lata révid mérési id6t, valamint nagy elvalasztasi ha-
tékonysagot és felbontast biztosit. A kapillaris-elekt-
roforézis minimalis mintamennyiséget (1-10 nl)
igényel, konnyen automatizalhatd. A moédszer egyik
legnagyobb el6nye a lehetséges alkalmazasok rendki-
viil széles kore. Mig a kapillaris-elektroforézist eleinte
csak bioldgiai makromolekuldk vizsgalatahoz hasz-
naltak, ma mar aminosavak, kiralis vegyiiletek, vita-
minok, peszticidek, szervetlen ionok, szerves savak,
peptidek és fehérjék, szénhidratok, oligonukleotidok
és DNS-részek, de még egész sejtek és virusok elva-
lasztasahoz és meghatdrozasahoz is alkalmazzak. A
kapillaris-elektroforetikus moddszerek gyorsasaguk-



60 3. fejezet Fehérjék vizsgalatanak bioanalitikai mdédszerei

nak, automatizalhatésaguknak, jo felbontasuknak
(10° elméleti tanyérszam/m) és kis anyagigényitknek
koszonhetden nagyon gyorsan elterjedtek.

A kapillaris-elektroforézis ma mar a mikrofluidika,
azaz a miniatiirizalt, folyadékban végrehajtott elem-
zések teriiletén fejlédik a legnagyobb mértékben. A
genomika, a proteomika és a metabolomika rohamo-
san novekvo igényeinek és a technikdban megfigyel-
het6 éltalanos fejlédési tendencidknak megfelelden
a miniatiirizalds az elvalasztastechnikdk korében is
egyre inkabb tért hodit, mivel egyre kisebb térfoga-

3-1. tablazat. Elektroforetikus technikak jellemzése

td, ugyanakkor nagyszamu minta kis helyen végzett
gyors analizisét teszi lehet6vé. E mddszereknek meg
kell felelniiik korunk és természetesen a vizsgalt bio-
légiai rendszer kivanalmainak, ugymint kis meny-
nyiségi mintak (mikro- és nanoliter térfogat) gyors
analizise (masodperces elvalasztasi id6), nagy felbon-
toképesség és olyan enyhe elvalasztasi korilmények,
amelyek lehetévé teszik a szeparéalt komponensek to-
vabbi azonositasat, tobbnyire tomegspektrometriaval
vagy mikroszekvendlassal. A detektalasi érzékeny-
ségnek bizonyos esetekben el kell érnie az egy mo-
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lekula kimutathatésagi hatart. E modern elvalasztasi
modszereket f6leg a rendszer bioldgia részteriiletein
hasznalhatjdk, de ezen tdl természetesen alkalmazast
taldlnak biomarkerek felfedezésekor, metabolizmus-
utak analizisében és gydgyszercéltermékek validalasi
eljarasa sordn is.

A kémiai chipek el6allitasa a szamitégépchipek
gyartasa soran alkalmazott technikakat (fotolitogra-
fia, kémiai maratés stb.) alkalmazza. A miniatiiriza-
las szamos el6nnyel jar kiilonosen azon alkalmaza-
sok esetében, ahol nagyszamu minta gyors elemzése
sziikséges, ami a rendszer biologia korszakaban alap-
veté fontossagu. Az analizist kisméretli tiveg- vagy
muanyag lapba maratott csatornakban végzik (3-3.
dbra), és a néhany cm hosszisagu kapillarisokban a
nanoliternyi mennyiségi mintdk elemzése csupan
masodperceket, esetleg perceket vesz igénybe.

A miniatiirizalas elonyei kozé tartozik a kis rea-
gensigény, a csokkentett olddszer-felhasznalas és
akdr egymast kovetd kémiai és biokémiai reakciok,
valamint elvalasztasi lépések integralasa egyetlen
mikrochipben (lab-on-a-chip). A moédszer magaban
hordozza a multiplex, integralt rendszerek kialakita-
sanak lehet6ségét is. Sokcsatornas chipek alkalma-

PP

3-3. dbra. Egy kapillaris-elektroforézishez hasznalhato
mikrochip, amelyen az elvalaszt6 csatorndkon kiviil rea-
genstartalyok, elektrédok és pufferek elhelyezésére szolga-
16 nyilasok, kialakitott lyukak (well) talalhatok

zasaval akar tobb szaz minta parhuzamos vizsgalata
valik lehet6vé (96, 384 stb.), és mivel ez az Gj mddszer
konnyen automatizalhatd, mindez jelentés munka-,
id6-, anyag- és koltségmegtakaritast jelent.

Az elektroforézis-mikrochip elkészitésének elsé 1é-
pése a csatornahdlozat és a reagenstartd edények el-
rendezésének megtervezése annak tudatdban, hogy
mit varunk el a kémiai chiptl. A kovetkezd 1épés
a terv megfelelé chipalapanyagra vald atvitele fel-
hasznalva a szamitégépes mikrochipek gyartasanal
bevezetett és ma mar nagyiparilag is alkalmazott
modszereket. Ezzel a technikdval akar tobb ezres
nagysagrendben is eldallithatok elektroforézis-chi-
pek. Megfelelé detektorok alkalmazasaval femto- és
attomol mennyiségli minta detektalasa lehetséges,
és az igy kialakitott mikrochipek 10-, sét 100-szoros
analizissebességet biztositanak a konvencionalis el-
valasztasi modszerekhez képest. Kiilonosen el6nyds,
hogy a mar beallitott folyadékkromatografias vagy
kapillaris-elektroforézis modszerek egyszerten atiil-
tethet6k mikrochip formatumra.

Elektroforézis-mikrochipeket mikromegmunka-
lassal készithetiink tivegb6l, kvarcbol és kiilonbozo
miianyagokbol, ugymint polimetil-metakrilat, tef-
lon, polikarbonat stb. A kémiai chip alapanyag ki-
valasztasandl megfontolandd, hogy miniatiirizalt
kortilmények kozott e nagy feliilet anyagi mindsége
fontos szerepet jatszhat. Ez kiilonosen lényeges lehet
fehérjék elektroforézise, ill. kémiai reakciok (polime-
raz-lancreakcio, restrikciés emésztés) soran, amikor
a negativ toltésli ivegfelszin esetleg gatld tényezéként
szerepelhet (pl. nem specifikus kotédés). Mtianya-
gokat alkalmazva a kedvezdtlen hatdsokkal kevésbé
kell szamolni, emellett a miianyagbdl késziilt kémiai
chipek olcsok, nem torékenyek és konnyen megmun-
kalhatok.

A chipekben kialakitott munkacsatorndkban egy-
szerl pufferoldatoktdl a bonyolult géleken keresztiil a
monolitikus elektrokromatografias allofazisokig bar-
milyen elvalasztorendszert alkalmazhatunk. A csa-
tornak a mikrochip felszinén 1évé nyilasokban vég-
z6dnek, amelyek az oldatok (minta, puffer, szeparald
matrix) betoltésére szolgalnak (lasd 3-3. dbra). Az
ide csatlakozo elektrodok segitségével az egyes csa-
tornakban kiilonb6z6 nagysagu és polaritast elekt-
romos mezOk alakithatok ki, amelyek alkalmasak a
mikrochipben 1év6 anyagok mozgatasara és a minta-
komponensek elektroforetikus elvalasztasara.
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A detektalas a mikrochipeken f6képpen lézer in-
dukalta fluoreszcencia (LIF) segitségével biztosithato,
de emellett mas, hagyomanyos fotometriai (pl. ultra-
ibolya fényelnyelés) vagy elektrokémiai (vezetoképes-
ség-mérés, amperometria), valamint tomegspektro-
metriai technikdk is alkalmazhatok.

A leggyakrabban hasznalt egyszerti mikrochip-
alkalmazasok mellett (DNS-fragmentum-analizis,
tehérjék SDS-gélelektroforézise, komplex szénhidra-
tok elvalasztasa stb.) olyan integrélt rendszereket is
kidolgozhatunk, melyek korabban a konvencionalis
modszerek alkalmazasaval elképzelhetetlenek voltak.

A kapillaris-elektroforetikus eljarasok lefedik az
osszes elektroforetikus elvalasztasi modszert, azaz zo-
naelektroforézis, izoelektromos fokuszalas, izotacho-
forézis, gélelektroforézis, micellaris elektrokinetikus
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csucs molekulatdmeg (Da)
1. bradikinin 1,060
2. angiotenzin Il. 1,046
3. a-melanocita-stimulalé hormon 1,665
4. thyrotropin releasing hormon 362,000
5. luteinizald hormon releasing 1,182
6. bombezin 1,620
7. leucin-enkefalin 362,000
8. metionin-enkefalin 574,000
9. oxitocin 1,007

3-4. dbra. Peptidek zonaelektroforézise. (Kisérleti kortil-
mények: kapilldris 50 um x 24 cm, fesziiltség 10 kV, hé-
mérséklet 25 °C, hattérelektrolit: 50 mM foszfatpuffer, pH
2,5, detektalas: 200 nm.) A peptidek a negativ polus felé
vandoroltak

kromatografia és elektrokromatografia. Mindegyik
modszer alkalmas fehérjék analizisére és elvalaszta-
sara, mégis a fehérjeanalizisekben elsésorban zéna-
elektroforézist, izoelektromos fékuszalast, gélelektro-
forézist és micellaris elektrokinetikus kromatografiat
hasznalnak.

Zoénaelektroforézis kapillarisban. A legegyszertibb
zonaelektroforézis a leggyakrabban alkalmazott fe-
hérjeanalitikai modszer a kapillaris-elektroforézis
technikak koziil. A nativ koriilmények kozott, a puf-
ferelt kozeg pH-jat er6sen figyelembe vevé elektrofo-
rézis aminosavak, peptidek, de akar komplex fehér-
jekeverékek nagy felbontdsu elvalasztasara képes. Az
tivegkapillarisban 2,5-6s pH-ju foszfatpufferben vég-
rehajtott peptidanalizis a kapillaris-elektroforetikus
elvalasztasok fontos standard modszere (3-4. dbra). A
»szabad” oldatban végzett elektroforézis nem a mole-
kulatomeg alapjan valaszt el.

A szérumelektroforézist nativ koriilmények kozott
végrehajtva a klinikai-kémiai diagnosztikaban alkal-
mazhato eredményeket kapunk (3-5. dbra).

Gélelektroforézis molekulatomeg-meghatarozas-
ra mikrochipanalizisekben. Az SDS-PAGE (dode-
cil-szulfdt poliakrilamid gél elektroforézis) kapillaris
formaban is megvalosithatd, és ez a technika a leg-
jobban elterjedt miniatiirizalt kapillaris-elektroforé-
zis technikak egyike. A kapillarisban (mikrochip-ka-
pillarisban) végzett gélelektroforézishez linearis
(nem térhalos) gélt hasznalnak, mert a térhalos (ke-
resztkotott) poliakrilamid gél a kapillaris-elektrofo-
rézis koriilményei kozott csak néhany fehérjeminta
analizisére alkalmas és az elkészités maddja alapjan
a kapillarisbol nem tavolithat6 el (nem cserélhetd),
s igy csak korlatozott mértékben automatizalhato.
A dinamikus molekulasztrésnek (dynamic molecu-
lar sieving) megfelel6 koriilményeket dextran, poli-
etilén-oxid vagy linearis poliakrilamidlancok bizto-
sitjdk. A fehérjékhez tapad6 dodecil-szulfat-lancok
minden sajat toltést elfedd, nagy negativ toltése miatt
a fehérje-dodecil-szulfat komplexek szabad oldatban
azonos toltés/tomeg aranyuk miatt azonos sebességel
vandorolnanak, de a linearis polimer-lancok jelen-
létében - amelyek tgy viselkednek a gyakorlatban,
mint egy térhal6s polimer — a komplexek molekula-
tomegiiknek (méretiiknek) megfeleléen vandorolnak
az elektromos térben.
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3-5. dbra. Szérumelektroforézis 120
nativ koriilmények kozott. _
;s c e . 112 albumin
(Kisérleti kortilmények: kapilla- 1001
ris 50 pm X 44 cm, fesziiltség
15 kV, hdmérséklet 25 °C, hat-
térelektrolit: 30 mM boratpuffer, 801
pH 10, detektalas: 215 nm)
< 60
£ 60
a-savas glikoprotein
401 i
komplement  a-makroglobulin //
20 “ transzferrini T
N | a-antitripszin/ .
y-globulin ™ N | / prealbumin
O d
2 3 4 5 6 7

A molekulatomeg a kalibraciés molekulatomeg-
meghatarozds segitségével (3-6. dbra a, b) meghata-
rozhaté.

A fehérjék mennyiségének a bioldgiai folyamatok
fiiggvényében torténd valtozasa nagyon érzékenyen
kovetheté nyomon a mikrochipanalizisekkel. A csok-
kentett vasmennyiséget tartalmazo taptalajon tenyész-
tett baktériumok kiilsé membranfehérjéinek meny-
nyiségi valtozasa az elektroforetikus fehérjeprofilban
érzékenyen tiikr6z6dik. A 3-7. dbra mutatja a Pseudo-
monas aeruginosa NIH Hungary 170 000 baktérium-
torzs kiilsé membranfehérjéinek profiljat teljes taptala-
jon, ill. vasat nem tartalmazé taptalajon valo tenyésztés
soran. A vasmentes koriilmény legaldbb egy fehérje
(92 kDa, 31 s) nagymértéki termelddését idézte el.

200 | 1,6 kDa als6 marker fels6 marker
i 9,5 kDa rendszercslcs |
S 150 | |
< i
8 100 26,0 kDa i
g 1001 ! 46,0kDa :
g 15,0 kDa 95,0 kDa
8 63,0kDa |
S 50 6,5 kDa
0. i
15 20 25 30 35 40 45 50 55
a idé (s)

b

id6 (perc)

Izoelektromos fokuszalas fehérjék jellemzésére. Az
izoelektromos fokuszalas az elektroforetikus technikak
koziil az egyik legnagyobb felbontdssal képes amfoter
jellegli komponenseket, esetiinkben fehérjéket jelle-
mezni. Az akar egy aminosav kiilonbség kovetkezté-
ben eléforduld izoformak elvalasztasa az izoelektro-
mos pont alapjan nagy érzékenységgel lehetséges. Az
izoelektromos fokuszalast 6nalléan vagy egy masik
technikéval kapcsoltan is fel lehet hasznalni. A tech-
nika specidlisan igényli olyan nagy elektroforetikus
mozgékonysagu, amfoter komponensek, amfolitok
alkalmazasat, amellyel az elvalasztas soran (el6tt) egy
alkalmas pH-gradiens alakithat6 ki. Az amfolitok po-
liamino-polikarboxi-savak, amelyek egy alacsony és
egy magas pH-ju elektrolitoldat kozott, elektromos tér
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3-6. dbra. Elektroforézis (kisérleti koriilmények: késziilék: Bioanalyzer 2100, Agilent, Germany; Protein 80 mikrochip)
a) Standard fehérjekeverék mikrochipen végrehajtott elektroforézise
b) A ,markerek” és az ismert molekulatomegt fehérjék segitségével a vandorlasi id6 meghatarozasaval az ismeretlen fehér-

jék molekulatomege meghatarozhatd
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100 hatdsdra mobilitdsuknak (izo-

: elektromos pontjuknak) megfe-

80 ) : leléen sorba allnak, és nagy puf-

1l ferkapacitasuknak megfeleléen

_ 60 a kialakul6 pH-gradiensben az

= amfoter fehérjék fokuszalodasat

€ 40 idézik el6. A fokuszalasi lépés

;"3 soran 1000-3000-szeresre tomé-

2 nyedd fehérjezéndk detektaldsa

vagy az egész pH-gradiens ,le-

ol tényképezésével’, vagy egy sta-

ciondris detektor irdnyaban vég-

20 | | | | | | | | | | | | | zett megfelel6 mobilizalasi 1épés
18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 segitségével lehetséges.

id6 (s) Az izoelektromos fokusza-

3-7. dbra. Baktérium kiils6 membranfehérje-profiljdban bekovetkezd véltozdsok las gélben az egész pH-gradiens

nyomon kovetése gélelektroforézissel microchipen. A Pseudomonas aeruginosa egyideji megfestésével zajlik,

NIH Hungary 170 000 torzs normalis taptalajon vald tenyésztése soran (folytonos de a kapilldris- vagy chipforma-

vonal) kilenc 6 komponens lathatd, mig a vasat nem tartalmazo taptalajon (szag-
gatott vonal) egy tehérje (10-es) fokozott termel6dése volt észlelhetd. [A kisérletek
a Bioanalyzer 2000 (Agilent) késziiléken, a Protein 200 Labchip Kit felhasznalasa-
val késziiltek. A fluoreszcens festékkel megjelolt fehérjék vandorlasat linedris poli-
mer jelenlétében LIF (lézerindukdlt fluoreszcencia) detektorral kovették.]

tumban, oldatban végrehajtott
izoelektromos fékuszalds soran
dltalaban stacionarius detekto-
rokat (akar tomegspektromé-
tert) alkalmaznak.
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abszorbancia (AU)

3-8. dbra. Monoklonalis ellenanyag mintak izoelektromos fokuszéldsa standardizalt koriilmények kozott (az abra a foku-
szalt zondknak csak a mobilizalasi 1épés sordn torténd vandorlasi profiljat mutatja) (Kisérleti koriilmények: 1,8 v% Phar-
malyte pI 3-10 amfolitkeverék dltal kialakitott pH-gradiens, kétlépéses izoelektromos fokuszalas, fesziiltség a fokuszalas
soran 15 kV, mobilizalas 350 mM ecetsavval 30 kV fesziiltségen, peptidmarkerek koncentracidja: 10 mM, fehérjekoncent-
raci6: 210 mg/ml, detektalas 280 nm-en, mintafelvitel az egész kapillaris hosszaban)
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Az amfoter komponensek izoelektromos pontjat
a vandorlas soran csak standardok (marker pepti-
dek vagy fehérjék) segitségével, kalibracié utan le-
het meghatarozni. Bar a technika gél formatumban
mar hosszt id6 6ta elsdsorban a 2D-PAGE technika
alkotdrésze, a standardizalds problémai miatt csak
az utobbi idében sikeriilt megfeleld, reprodukalhatd
koralményeket kialakitani kapillaris-elektroforézis
késziilékekben. A 3-8. dbra egy standardizalt, repro-
dukalt kortlmények kozott végrehajtott fehérjeanali-
zist mutat. A monoklonalis ellenanyagok el6allitasa
soran keletkezd izoformak kapillaris izoelektromos
fokuszalasaval sikeresen lehet a f6komponensek mel-
lett a kis mennyiségben jelen 1évé bazikus és savas
izoformdk izoelektromos pontjait reprodukalhatéan
meghatarozni.

Az izoelektromos fokuszalas fokuszalasi és mobi-
lizalasi lépéseit egy 1épésben is meg lehet valdsitani
a kapillaris-elektroforetikus eljarasok soran, az els6-
sorban tivegkapilldrisokban fellépé elektroendozmo-
zis jelenségének felhasznalasaval. A mintat ez esetben
csak a kapillaris egy roévidebb szakaszaban viszik fel,
és lehetséges az amfolitok és az elvalasztandé kompo-
nensek egymas utani injektalasa is. A nagy felbontasu
elvalasztds soran a komponensek egy idében vando-
rolnak a detektor irdnyaba, amely vandorlas soran a
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3-9. dbra. Hemoglobinvariansok és -komponensek detek-
taldsa kapillaris izoelektromos fokuszalassal egy diabeteses
betegbdl szdrmazé mintaban (Az egy 1épésben végrehaj-
tott izoelektromos fokuszalas kisérleti korilményei: fe-
sziiltség 20 kV, kapillaris 50 pm x 60 cm, katolit: 20 mM
NaOH, anolit: 10 mM foszforsav, injektalasi paraméterek:
1. 2% Pharmalyte 6,7-7,7 - 3000 mbar-s; 2. 1 mg/ml hemo-
globinminta — 500 mbar-s; 3. 2% Pharmalyte 3-10 - 1500
mbar-s.) A magas glikdlt HbA -szint a diabetesre jellemz6.

fokuszalodas is lezajlik. A 3-9. dbra hemoglobinva-
riansok izoelektromos fokuszalassal valé mindségi és
mennyiségi meghatarozasat mutatja egy diabeteses
betegbdl szarmaz6 mintaban.

Fehérjék azonositasa és meghatarozasa
a proteomikaban

A genomika célja egy €16 szervezet teljes genomjanak
a feltérképezése. A genetikai dllomanyban rejld infor-
macié megismerésének célja az adott gén altal exp-
resszalt polipeptidek meghatarozasa. A génexpresz-
szi6 tanulmanyozhaté mRNS- vagy fehérjeszinten,
de tekintettel arra, hogy az mRNS mennyisége nincs
Osszefliggésben a megfeleld fehérje mennyiségével,
ezért a génexpresszid vizsgalatanak pontosabb médja
az expresszalt fehérje meghatarozasa.

A proteomika kifejezést el6szor 1995-ben hasz-
naltak egy sejt, szovet vagy szerv Osszes fehérjéjének
kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara. A proteom
a genom altal kifejezett teljes fehérjeallomany (PRO-
TEins expressed by the genOM).

A megfelel6 felbontdsu elvalasztastechnika ki-
alakulasaval, a kétdimenzios gélelektroforézis segit-
ségével lehetové valt (el6szor radioaktivan jelzett)
fehérjék tanulmanyozasa. A technika nagy felbonto-
képessége néhany ezer fehérje elvalasztasat is lehet6-
vé teszi egyetlenegy gélben. A gélen elvalasztott kis
mennyiség megfelel6 érzékenységli fehérjeazonosita-
si technikaknak, ugymint pl. elektrospray ionizacids
(ESI) és matrixszal segitett 1ézer deszorpcids-ioniza-
ciés (MALDI) tomegspektrometrianak az alkalmaza-
sat igényli.

A proteomikai modszereknek ma mar tobb cso-
portjat kiilonboztetjiik meg: expresszids proteomika,
funkcionalis proteomika, fehérje-fehérje kolcson-
hatas, strukturalis (szerkezeti) proteomika, fehérje
poszttranszlaciés modositasok vizsgalata. Az expresz-
szios proteomika egy adott minta kiilonb6z6 korilmé-
nyek kozott expresszalodott fehérjéinek mennyiségi
Osszehasonlitasara szolgal. Az eljaras soran lehet6ség
nyilik up- vagy down-regulélt fehérjék meghataroza-
sara. A funkciondlis proteomika a fehérjék szerepének
meghatarozasat vizsgalja kiilonbozo életfolyamatok-
ban és valtozd kornyezeti koriilmények kozott. A
szerkezeti (strukturdlis) proteomika célja egy fehérje-
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komplex vagy egy adott sejtszerv dsszes fehérjéjének
azonositasa és szerkezetének meghatarozasa. A fe-
hérjék poszttranszlicios modositdsainak tanulmdnyo-
zdsa soran tobbek kozott a fehérjék kozotti jelatvitel-
ben kiemelked6 fontossagu foszforilacionak vagy pl.
a fehérjék egymas kozotti kolcsonhatasaiban, ill. az
enzimatikus aktivitast meghatarozo glikolizacionak a
szerepét vizsgaljak.

A fehérje-fehérje kolcsonhatdsok vizsgalatanak
fontos szerepe van pl. az anyagcsere-folyamatok meg-
ismerésében. A metabolizmusban részt vevé enzimek
specificitasukat nemegyszer fehérjekomplexek for-
majaban érik el, mas enzimekkel vagy alegységekkel
Osszekapcsolddva. E fehérjekomplexek Osszetételé-
nek, szerkezetének tanulmanyozdsa az anyagcsere-
utak mélyebb megértését eredményezheti.

A fehérjék szeparalasa és azonositasa alapjan a pro-
teomikai vizsgdlatok a kovetkez6 csoportokba sorol-
hatok:

o A nativ, tisztitott vagy elvalasztdstechnikaval
(pl. kapillaris-elektroforézissel) elvalasztott
fehérjék tomegspektrometrias analizise.

« A kétdimenzids gélelektroforézissel elvalasztott
fehérjék azonositasa enzimatikus emésztés utan
tomegspektrometridval.

o A fehérjékbdl enzimatikus emésztéssel elalli-
tott peptidkeverék elemzése és feldolgozasa
folyadékkromatografiaval (LC) vagy kapilla-
ris-elektroforézissel (CE), amelyet aztan tomeg-
spektrometrids azonositas kovet.

« Mikroarray-technikak.

A tomegspektrometrianak (a modszer részletes tar-
gyalasa a 7. fejezetben taldlhatd) szamos alkalmazasi
lehetGsége ismert a fehérjekémiaban, Ggymint: pep-
tidek és fehérjék tomegmeghatarozasa; izolalt fehér-
jék (HPLC, PAGE) primer szerkezetének felderitése;
poszttranszlacios mddositasok (acilezés, formilezés,
amidalas, foszforilezés, szulfatalas, glikozilezés) de-
tektalasa, azonositasa és lokalizalasa; fehérjebontasi
termékek, metabolitok azonositdsa; fehérje-ligan-
dum kotédések vizsgélata; enzimek aktiv helyeinek
felderitése; diszulfidhidak helyeinek feltérképezése.
A proteomikai vizsgalatokban az elvalasztott fehér-
jék azonositasara, szekvencidgjuk meghatarozasara az
elektrospray-tomegspektrometria (ESI-MS) és mat-
rixszal segitett lézer deszorpcids-ionizacios repiilési
idé6 tomegspektrometria (MALDI-TOF) technikat

mosas redukcio, Jin-gel”
alkilezés emésztés
MALD! l elucio
vagy
nano ES/ tdmeg- peptid
spektometria fragmensek
. szekvencia
"pepﬂde ) LC/ESI-MS MS-MS vagy
mass map

~Sequence-tag”

adatbazis

keresés

¢

fehérje
azonositasa

3-10. dbra. A 2D-PAGE segitségével, elektroforetikusan el-
valasztott fehérjék azonositdsanak lehetséges modjai

alkalmazzak, kapcsolva esetleg mads, tandem tomeg-
spektrometrias (MS/MS) szekvenalasi moddszerek-
kel. Az egyik lehetOség a ,peptide mass mapping’,
amelynek 1ényege, hogy a meghatarozni kivant fehér-
jét specifikus enzimmel (altalaban tripszinnel) vagy
kémiai reagenssel fragmenseire bontjak, redukaljak,
alkilaljak, majd kozvetleniil (nano-ESI vagy MAL-
DI) vagy HPLC-vel val6 elvalasztas utan (LC-MS)
tomegspektrométerrel meghatdrozzak az egyes pep-
tidek tomegét. Ezek a peptidtomegek szolgalnak be-
meneti adatként a szamitogépes adatbazis-kiértékeld
programban, amely az adatbazisban 1évé fehérjék
Osszes lehetséges fragmentalasi reakcionak megfele-
16en Osszeveti a lehetséges fragmensadatokat a ki-
sérletekkel meghatarozott tomegadatokkal. Mar 3-4
peptidtomeg elég lehet egy fehérje azonositasara, és
lehetGség szerint a szekvencialefedettség minimum
15% legyen. A tandem tomegspektrometrids eljara-
sok segitségével tovabb pontosithatjuk az azonositast.

A toémegspektrometrids ,,peptide mass mapping”
gyorsasaga és nagy érzékenysége miatt ma mar na-
gyon elterjedt modszer fehérjék 2D gélbdl valo azo-
nositasara (3-10. dbra).

Fehérjék bioinformatikaja

Korunkban a komplex bioldgiai mintdk vizsgalata-
nal elengedhetetlen az olyan modern bioanalitikai
modszerek alkalmazasa, mint a genomtérképezés
és szekvenalas, proteomanalizis és -szekvenalds, va-
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lamint metabolomanalizis és azonositas. A kapott
adatokat bioinformatikai mddszerek segitségével ha-
sonlitjuk dssze a mar meglévé adatbazisokkal. Ko-
rabban a kémiai szintézissel eldallitott molekulakat
egyszerlien proba szerencse alapon vizsgaltdk. Ma a
nagy mennyiségben rendelkezésre all6 kombinatori-
kus kémiai konyvtarak lehetévé teszik, hogy millio-
szdmra vizsgéaljunk Gjabb és Gjabb vegyiileteket. Igy
a génszekvencidk és géntermékek ismeretében egyre
inkdbb attériink a bioldgiai fekete doboz vizsgalatarél
a rendszerbiologiai megkozelitésre. A modern orvos-
tudomanyi kutatdsok ennek kapcsan genomikai adat-
bazisokbdl kiindulva a transzkriptom, a proteom és a
metabolom feltérképezésén keresztiil érnek el tjabb
és tjabb eredményeket.

A bioldgiai feladatokkal rendelkezd, nagyszamu
alkotéelembdl 4allé rendszerek elemzésére szamito-
gépes modszerek kidolgozasa és alkalmazasa valt
sziikségessé. A bioinformatika tagabb értelemben a

3-2. tabldzat. A bioinformatikai adathalmaz jellemzése

szamitogép segitségével folytatott és a biologidhoz
kapcsolodo elemzé folyamatokat, sziikebb értelem-
ben a bioldgiai szekvenciaadatok, ill. a 3D szerkezeti
informaciok kezelését és elemzését takarja. A bioin-
formatika olyan informaciomenedzselési rendszer a
molekuldris bioldgia szdmara, amelynek sok gyakor-
lati alkalmazasa van. A bioinformatikai ismeretek
terjedésével csokkenhet a tényleges kisérletek elvég-
zésének lehetGsége, mert a folyamatokat kiillonb6z6
moddokon szimulalhatjuk.

A bioinformatikai ismeretekhez adatbazisokra van
sziikség. A feladat tobbcélu:

o Adatbdzisok létrehozasa és karbantartdsa, az
adatok megszervezése, rendezése és az informa-
cidhoz val6 hozziférésnek, valamint a kiegészi-
tés lehetéségének biztositasa.

o Eszkozok, modszerek kifejlesztése az adatok
elemzésére.

Adatforrds Az adathalmaz nagysdga

Bioinformatikai célok

DNS-szekvencidk 12 milli6 szekvencia,

13 millidrd bazis

a kodold és nem kodolo régiok elkiilonitése
az intronok és az exonok azonositdsa

a géntermékek predikcidja

igazsagligyi elemzések

(egyenként 1,6 millio-
3 millidrd bézis)

fehérjeszekvencidk 400 000 szekvencia szekvencia-6sszehasonlitasi algoritmusok
(egyenként kb. 300 tobbszoros szekvenciailleszt$ algoritmusok
aminosav) konzervalodott szekvenciamotivumok azonositasa
makromolekuldris 15 000 szerkezet masodlagos és harmadlagos szerkezet jéslasa
szerkezetek (egyenként kb. 3D szerkezeteket illesztd algoritmusok
1000 atom koordinatai) | fehérjegeometriai mérések
felszin, térfogat és alak szamitasa
intermolekuldris kolcsonhatasok
molekulaszimuldciok (energiafiiggvény, molekularis
mozgasok, dokkolds)
genomok 300 teljes genom az ismétlédések jellemzése

szerkezetek hozzarendelése génekhez
filogenetikai analizis

genomi méretli felmérések (fehérjetartalom jellemzése,
anyagcsere-utvonalak), kapcsoltsag elemzése egyes betegségek
és gének Osszefiiggésének vizsgalatahoz

génexpresszids adatok

legnagyobb: kb. 20
idépont az éleszté kb.
6000 génjénél

az expresszios mintazatok korrelacidjanak vizsgalata
az expresszios adatok Osszekapcsolasa a szekvencia-, szerkezeti
és biokémiai adatokkal

egyéb: anyagcsere-ttvo-
nalak

reakcioutvonal-szimuldciok
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o Az eszkozok és mddszerek alkalmazdsa az ada-
tok elemzésére, és az eredmények értelmezése a
biologia szempontjabdl.

A bioldgiai informacié méretét, forrasat és elemzési
modszereit a 3-2. tdbldzat 6sszegzi. Amint az a tab-
lazatbdl is lathatd, a bioinformatikai mddszerek a
genetikai kod és a fehérjeszekvencidk oriasi tomegiti
adatanak kezelését végzik, egymassal valo Osszefiig-
géseit keresik. Ennek célja a szekvenciakban kodolt
informacié megfejtése a térszerkezetek, a funkciok és
az evolucios Osszefliggések leirasahoz. Ehhez paron-
kénti szekvencia-0sszerendezés, tobbszords szekven-
cia-Osszerendezés, filogenetikai analizis, nukleotid-
szekvenciak analizise, fehérjeszekvencidk analizise,
tehérjeszerkezetek elemzése, fehérjék térszerkezeté-
nek joslasa utjan lehet eljutni.

Az adatok kezelésére elsésorban a bioldgiai ha-
sonlosdgok alapjan valé csoportositds alkalmas; pl. a
genomban taldlhaté ismétl6dé szekvenciarészletek,
a funkci6 (pl. enzimhatas) vagy az anyagcsere-utvo-
nalak szerint csoportosithato gének, a hasonlo a szek-
vencidju kiilonb6zo fehérjék vagy a véges szamu alap-
vetd fehérjeszerkezet (becslések 1000 és 10 000 kozé
teszik) 0sszehasonlitasa lehetséges.

Mindezek alapjan a feladat a mintazatfelismerés
és a predikcié megfelel6 alkalmazasa. A mintdzat-
felismerés célja a hasonldésagok megtalalasa, a funk-

ciora/szerkezetre jellemzd, konzervalédott sajitos-
sagok felismerése a hasonld funkcidju/szerkezetii
fehérjék vizsgalata alapjan, amelyet aztan felhasz-
nalhatunk uj szekvencidk funkcidjanak/szerkeze-
tének azonositasara. A predikcié a funkcié vagy a
térszerkezet megjoslasa (hasonldsag alapjan vagy
masképpen). A bioinformatika egyik 6 célja a szek-
venciabdl megjdsolni a térszerkezetet. Tudjuk, hogy
az aminosavsorrend meghatarozza a térszerkezetet,
de még ma sem értjiik, hogyan. Jelenleg csak a ma-
sodlagos szerkezet joslasa lehetséges, korlatozott
megbizhatdsaggal.

A bioinformatikai eljarasokban alkalmazott néhany
fogalom a kovetkezéképpen irhatd le. A fehérjék ho-
mologidjanak és analogidjanak kérdése evolucios ere-
detiik szempontjabodl targyalhatd. Elfogadott allitas,
hogy a szekvencidk esetében megjelend homoldgia
megfelel a kozos evoluicids eredetnek. Két szekvencia
vagy homoldg, vagy nem, amit nem lehet szazaléko-
san kifejezni (a homoldgidnak nincs mértéke). A két
fehérje kozotti analdgia azt jelenti, hogy szerkezetiik
hasonld, de nincs kozottiik szekvencialis hasonlosag,
vagy azonosak a katalitikus csoportjaik, de térszer-
kezetiik kiilonb6z4. Az analdgia olyan hasonldsag,
amelynek nincs kozos evolicids eredete, valdszinii-
leg az Un. konvergens evoliicié allhat a hattérben; pl. a
szubtilizin és a kimotripszin mindegyike szerin-pro-

3-11. dbra. Vegyiiletek térszerkezete
a) Szubtilizin, b) Kimotripszin
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tedz, azonos His/Asp/Ser katalitikus triaddal, de tér-
szerkezetiik teljesen eltérd (3-11. dbra a, b).

A homoldgia két tipusa az ortologia és a paralo-
gia. Két gén ortolog, ha két kiilonboz6 fajban talal-
hatok, és egy kozos 8sgénbdl szarmaznak, amely a
két faj kozos Gsében volt jelen. A gének ugyanazt a
funkciot szolgaljak a két fajban (pl.: a tejsav-dehidro-
genaz az emberben és az egérben). Két gén paraldg,
ha ugyanabban az organizmusban talalhatdk, és egy
kozos 6sgénbol génduplikacio és azt kovetd divergens
evoluci6 utjan alakultak ki. Tobbnyire kiilonboz6, de
egymassal Osszefiiggésben 1évé funkciojuk van (pl. a
hisztidinbioszintézis enzimeinek génjei emberben,
amelyek nagyon hasonld szerkezetiiek, de mas-mas
reakciot katalizdlnak).

A bioinformatikai mddszerek egyik dimenzidja a fizi-
kai megkozelités, amely szerint vesziink egy fehérjét,
és azt igyeksziink minél mélyebben megérteni (gén-
szekvencia-fehérjeszekvencia-térszerkezet-geomet-
ria—kotéhelyek-gyogyszertervezés). A masik dimen-
ziéban az informatika segitségével osszehasonlitdsra
keriil sor (paronkénti, majd tobbszoros szekvenciail-
lesztés, szekvenciamintazatok azonositasa, filogeneti-
kai elemzés, teljes genom elemzése stb).

Az ismert fehérjeszekvencidk és az ismert térszer-
kezetek szamanak novekedése nagymértékd, a szek-
venciaadatok szama az utobbi években évente folya-

3-3. tablazat. A szekvenciaazonossag mértékének jellemzése

matosan megduplazodik, emiatt a nagy informdciés
deficit miatt nagy szerepe van a bioinformatikanak.

A genomprojektek kovetkeztében driasi mennyisé-
gl genetikai informacié all rendelkezésre, amelyet a
fehérjék vizsgalatara fel lehet hasznalni.

A legfontosabb eljaras a bioinformatikaban a szek-
venciaanalizis, amelynek soran egy uj (ismeretlen
szerkezetli/funkcidju fehérjéhez tartozo) szekvencia-
hoz prébalunk hasonldt talalni a mar ismert szerke-
zetli/funkcidju fehérjék szekvenciai kozott. Ebben a
szekvencidk Osszerendezése (vagy -illesztése) (align-
ment) segit. A szekvenciaazonossagot ebben az 0sz-
szerendezésben az azonos aminosavparok szazalékos
aranyaval fejezziik ki. A szekvenciaazonossag csokke-
nésével a funkcié/szerkezet atvihet6sége csokken.

A szekvenciaanalizis soran szamos probléma me-
riilhet fel. Az ortoldgia és a paraldgia bonyolult viszo-
nyai 0j szekvencidk vizsgalatanal megnehezitik annak
eldontését, hogy a funkciondlis informdcié mennyire
vihetd dt az Gj fehérjére (a talalt hasonlé szekvencia
lehet az ortolég paraldgja egy masik organizmus-
ban). Emiatt az automatikus funkcié-hozzarende-
1és sok esetben hibds lehet. A szekvenciahasonldsag
sokszor csak a szekvencia egy részére vonatkozik, pl.
moduldris fehérjék esetében. A moduldris fehérjékben
modulok, olyan fehérjedomének taldlhatok, amelyek
cserélhetd épitokoként szerepelnek. Ezek nem csak
génduplikacioval, hanem shuffling révén is terjednek,

Szekvenciaazonossdg (%) Zona

Megjegyzés

50-100

biztosra vehet6é a homoldgia és a nagyfoku szerkezeti hasonlésag
erésen valoszintisithetd az azonos vagy rokon funkci6

20-50

biztosra vehet$ a homoldgia és a jelent6s szerkezeti hasonlosag
a funkcid feltételezhetéen azonos vagy rokon

20 koriil alkonyzona

(twilight zone)

kétségessé vélik a homoldgia és a szerkezeti hasonldsag

ekkora hasonlésag véletleniil is kialakulhat, egymassal nem rokon
fehérjék kozott is

kifinomult moédszerek sziikségesek a homoldgia detektalasahoz

a szekvencia sokszor nem elég, térszerkezeti informacio is sziiksé-
gessé valik a rokonsdg mértékének eldontéséhez

éjfélzona
(midnight zone)

esetleg fennallhat funkcionalis és szerkezeti hasonldsag a két fehér-
je kozott, de ezt a szekvencia alapjan nem lehet eldonten

az esetleges rokonsagot csak mds informéciok alapjan (elsésorban
térszerkezet) lehet megéllapitani
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3-12. dbra. Vegyliletek térszerkezete

a) a-laktalbumin, b) Lizozim

funkcidjuk valtozhat attdl fliggden, milyen fehérje ré-
szét képezik. Sajnos az evolucid nagyon valtozatosan
hasznalja fel a modulokat, ezért az 4j szekvenciak kb.
egyharmadanak egyaltalan nem lehet a funkcidjara
kovetkeztetni az ismert funkcidju fehérjék szekven-
ciai alapjan. S végiil a nagy szekvencia- és szerkezeti
hasonlésdg sem jelent mindig funkcionalis azonossa-
got vagy rokonsagot. A 3-12. a, b dbra az 50% szek-
venciaazonossagu, lényegében azonos térszerkezet-
tel rendelkez6 a-laktalbumint és lizozimot mutatja,
ugyanakkor a két fehérjének teljesen mas a funkcio-
ja. A lizozim a baktériumok sejtfalat emészti, mig az
o-laktalbumin a laktéz-szintaz szabalyozéfehérjéje.

Osszefoglalva a bioinformatikai programok, eljard-
sok, algoritmusok nem végleges, biztos valaszokat
adnak, csak segitenek leszikiteni a lehetéségek korét
és kisérleteket tervezni a kérdések eldontésére. A va-
16di valaszokat a bioldgiai hattérismeretek fényében
taldlhatjuk meg.
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