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Osszefoglalas

Az allosztéria termodinamikai jelenség, melynek soran ligandumok ké-
tédése megvaltoztatja egy biopolimer egymastdl tavoli kétbhelyeinek
affinitasat, alegységei kooperativitasat, vagy funkcidja hatékonysagat.
Az allosztérikus kélcsénhatasokat udjabban nem determinisztikus, ha-
nem sztochasztikus jelleglinek tekintik. A Biokémia folydirat decemberi
szamaban attekintettiik az allosztéria fogalmanak valtozasat, modelljeit
és mechanizmusat ioncsatorna funkcidoju neurotranszmitter receptorok-
kal illusztralva. Jelen kézlemény az ioncsatorna és receptor oligomerek
téerejét és az allosztéria tervezésének, hasznositasanak lehetdségeit
targyalja.

Bevezetés

Az allosztéria kolcsonhatasok lancolata, melynek soran a ligandumok ko&tédé-
se megvaltoztatja egy biopolimer egymastdl tavoli kotéhelyeinek affinitasat, al-
egységei kooperativitasat, vagy funkciéja hatékonysagat. A kooperativitas pe-
dig (fehérje)alegységek kolcsonhatdsa, amely soran egy alegység konformacios
szevetése érzékelteti, hogy a kooperativitas és allosztéria fogalma 0sszefonddik;
a kooperativitds az alegységek egészének, az allosztéria viszont tavoli (k6to)
doméneknek a kdlcsbnhatasara utal. Az aldbbiakban attekintjik a korabban tar-
gyalt ioncsatorna funkcidju receptor, majd altalaban a fehérje allosztéria evolu-
ciojat.

Ioncsatorna receptor pentamerek evoltcidja
A (homo)pentamer ligandum-kapuzott ioncsatorna (pentameric ligand-gated
ion channel, pLGIC) receptorok elektrofizioldgiai vizsgalata koOvetkeztetése-
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tasdhoz elégséges, ha az agonistak az 6t fazishatar kézil csak haromban koétéd-
nek. Eszerint a harmadik agonista ionvalaszt fokozé hatasa olyan, mint ahogyan
két agonista hatdsat erGsiti egy allosztérikus agens a harmadik koétolregben.
Az el6z6 szamban targyaltuk a y-aminovajsav A-tipusu (GABA,) receptorai és
benzdiazepinek, valamint glicin receptorok és tropeinek allosztérikus kélcsonha-
tasat. Az evollcid soran tehat allosztéria, homotrop, majd heterotrép koopera-
tivitas johet létre. A pLGIC alegységek genetikai kdédjanak elemzése is hasonld
kovetkeztetésekhez vezetett [2]. A mintegy 3 millidrd éves archetipus kiilonb6z6
agonistakra specializalédott, homopentamer szerkezettel és kation- vagy anion-
csatorna funkcidval. Erre emlékeztetnek a nikotinos acetilkolin receptor a, és a,,
valamint a szerotonin 5-HT,, receptor alegységek, amelyek homopentamerjei
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kation-csatornaként miikoédnek. Régen kifejlodott a GABA, receptor & alegysé-
ge is [2]. Ez azért érdekes, mert ha a GABA, receptor pentamerben & alegy-
ség van y helyett, ami a receptort posztszinaptikus matrixfehérjékhez (tubulin)
horgonyozna, az aBd alegységtartalmu GABA, receptorok nem a szinapszisban,
hanem szétszdrtan, extraszinaptikusan helyezkednek el. Ez az extraszinaptikus
gatld neurotranszmisszid folyamatos [3], ellentétben az 6sszehangoltan pulzald
(fazisos) szinaptikus jelatvitellel, ami feltehetbleg késdbb alakult ki.

(Receptor)fehérjék és allosztéria evolicidja

Ioncsatornak és receptorok példai illusztraltak, hogy az allosztéria és a fehér-
jék szerkezete elsdsorban rontgenkrisztallografidval tarhaté fel. Mikodésiik igen
gyors és torzsfejlodésiik nagyon lassu folyamatainak kdvetése azonban lénye-
gesen nehezebb. A fehérjék konformacid valtozasa a masodperc tort része alatt
torténik. Spektroszkopiai modszerekkel, els6sorban NMR alkalmazasaval kovet-
hetd, mig a jelatvitel, kooperativitas és allosztéria dinamikaja leginkabb mo-
lekuladinamikai szimulacioval vizsgalhato [4]. Az évmillidk valtozasait viszont
az evolucid kutatasa tarja fel. A protein-protein kdlcsonhatasok és allosztéria
alapveto elv érvényesll: egyrészt a fehérjék ko-lokalizacidja nagysagrendekkel
noveli lokalis koncentracidéjukat, masrészt érvényesil a tdmeghatas torvénye,
vagyis a koncentracidé novelésével né a kotédés mértéke. A ko-lokalizacidnak
négy alapveté formaja ismeretes: 1) mikrokompartmentek (pl. riboszéma, a
belezsufolt félszaz fehérje szerkezetének és egylttmikddésének feltarasaért
2009-ben adtak kémiai Nobel dijat); 2) génfuzid, majd az 6sszekdtd lanc rovi-
dulése; 3) protein-DNS koélcsonhatas (pl. transzkripcios faktoroknal); 4) plaz-
mamembranba agyazddas, ami az ionotrép és metabotrop receptorok jellem-
z6je. A ko-lokalizacié lehetOvé teszi, hogy spontan mutacidkkal a molekularis
evolucié nemspecifikus protein-protein kdlcsénhatasokat specifikussa fokozzon,
ami oligomerizaciét és allosztériat eredményezhet funkcionalis elénydkkel. A
foszforilacié a leggyakoribb poszttranszlacios folyamat az allosztérikus szaba-
lyozasban [5]. Osszefoglalva és altaldnositva, a fehérje kolcsonhatdsok haldzata
fizikai-kémiai torvényszerliségek alapjan mikodd természetes szelekcid szlk-
ségszerl kdvetkezménye.

......

rontgenkrisztallografidaval és tomegspektrometriaval figyelemremélté és merész
kovetkeztetésekhez vezetett [6]. A membranba agyazott oligomerek (pl. ion-
csatornak) centralis szimmetriat mutatnak. Az alegységek fej/lab kapcsolatot
létesitnek, amelynek er6ssége a kontaktfelllet nagysagaval n6. Az oligomer fel-
bomlasa, majd helyredllasa (disassembly-assembly) azonos utvonalon zajlik.
Alig hihetd, mégis a (dis)assembly Gtvonal mimelni latszik az evollcid Utvonalat!
A szerzOk szerint a fehérjék kristalyszerkezete lehet6vé teszi az oligomer szer-
nikotinos acetilkolin receptor assembly Utvonalat modellezték a homoldg szerke-
zetd, acetilkolint koto fehérje (AChBP) pentamer alegységei kontaktfellletének
szamitégépes analizisével is [7].

Az assembly-disassembly fenti reverzibilitdsabdl azonban nem kévetkezik az evo-
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lGicido megfordithatdésaga. Legalabbis a stressz hormon glikokortikoid receptora-
nak, egy DNS-hez kétddo transzkripcids faktornak az evolucidéja megfordithatat-
lannak tlnik [8]. Az evolucids ,ifjonc” receptort kortizol aktivalja, egy 6si formajat
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visszavitele a fiatal fehérjébe inaktiv receptort eredményezett. Taldltak ugyanis
ot olyan spontan mutaciét is, amelyek blokkoltak a visszaallitott Osi receptor
funkcidjat. Ezt a gatlast ,episztatikus retesz”-nek nevezték, de allosztérikusnak
is tekinthetjik. Akar a szubsztrat-kulcslyuk, akar a funkcié-retesz aminosavait
cserélték vissza el6bb, funkcid nélklli receptorokat kaptak. Vagyis a természe-
tes szelekcid megforditasa zsakutcaba vezetne.

Figyelemre méltd, hogy az evollcid és a rovidtavu élettani adaptacio a fehérjék
szerkezetére és mikodésére kilonbozoképpen hat. Legalabbis a kooperativitas
és allosztéria legalaposabban vizsgalt modellje, a hemoglobin vizsgalata ezt su-
gallta [9]. Az allosztéria Monod-Wyman-Changeux (MWC) ,concerted” modellje
[10] alapjan meghataroztdk a hemoglobin oxigén telitési gérbe paramétereit
kdlénb6dz6 fajoknal a pH fliggvényében (élettani hatas). Csak a féltelités parci-
alis nyomasa, tehat az O, affinitasa valtozott a pH fliggvényében, fajspecifikus
kildnbségek pedig els6sorban a négy alegység kooperativitdsaban mutatkoztak.
Tehat a kornyezet, legalabbis a pH hatdsa a ligandum koétdhelyére szoritkozik,
mig az evolucid inkabb az alegységek fazishatarat és egylttmikddését mdodosit-
ja, mintsem az O, kotéhelyet [9].

Fehérje és receptor csalddok szekvencia homoldgijanak statisztikai elemzésébdl
vak mutacids megjelenése kisebb mérvi, mint gyakorisaguk a fehérjékben, ez a
molekularis evolucid, szelekcid korlataira utal, a funkcié meg6rzése céljabdl [11].
So6t, két - akar tavoli - pozicio funkcionalis csatoltsaga kdlcséndsen korlatozhatja
az evoluciot, ami az aminosavaik statisztikai csatolasaban nyilvanul meg. Ezzel a
maddszerrel kiilonféle fehérjecsaladokban, pl. membranfehérje transzportereknél
mutattak ki egyes aminosav pozicidk evollucidésan konzervalt energetikai csa-
tolasat, valamint kilonb6z6 szekvencia-szakaszok, domének 6sszehangolt val-
ban példaul klaszter analizissel kimutattak aminosavak ko-evollcios csatolasat,
amelyek 0sszekotik az agonista kotolreget a G-proteint koté régidval, illetve
a hét transzmembran hélixet egymassal. Ezek az aminosavak van der Waals
kdlcsonhatasok haldzatat képezik a fehérje belsejében [14]. Ilyen allosztérikus
csatolas biztositja az 6sszehangolt funkcié konzervalasat, mig a szekvencia na-
gyobb része fliggetlentl valtozhat a mutagenezis soran [14]. A laza szerkezet(,
rendezetlen, konformacidsan fluktuald fehérjék evollcids készsége a legnagyobb
[15].

Az allosztéria termodinamikai hajtoereje

« 7

kitja ki. De mi az allosztéria m(ikodésének termodinamikai hajtéereje? A bioké-
miai folyamatokat - igy a receptorkdtodést és ioncsatorna-nyitast is - szabad-
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energia csokkenés hajtja, vagyis az entalpia és entrdpia valtozasa [16]. Egyes
ligandumok fehérje-kotédése konformacidvaltozast eredményez, amit entalpia-
csokkenés hajt. Masrészt vannak olyan fehérje-ligandum kdlcsénhatasok, ame-
lyeket nem kisér konformacidvaltozas a peptidvazban [17]. A fehérje eleve léte-
z6 konformacidk dinamikus egyensulyaban létezik [18]. Ha egy ligandum csak
a konformaciok eloszlasat tolja el, a folyamatot az entrdpia névekedése hajtja
[17]. A fehérjekotbdés és folding szabadenergia profilja egyarant az abran lat-
hatd tolcsérre (A) hasonlit [18]. A tdlcsér aljan talalhaté lokalis minimumok
a konformacidknak felelnek meg. Alapesetben a szignal (ligandum kotdodése)
a legstabilabb nativ konformaciét (B) tovabb stabilizalja. De a konformacidk
egyensulya (C) eltolédhat a koét6édd ligandum szamara legkedvez6bb irdnyba,
mint az allosztéria MWC modelljében, amikor az agonista eltolja a pLGIC recep-
torok zart és nyitott allapotanak egyensulyat a nyitott iranyaba [10].
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1. abra. A fehérjekétédés és folding szabadenergiaprofilja (A) [18]. Az eleve létezb, fluk-
tualo konformaciok egyensulya (C) a szignal (pl. ligandum kétédése) hatasara eltolodhat.

c

A konformacios fluktuaciok tikrozik a fehérje rendezetlenségét, ami az
allosztérikus csatolast kozvetiti [19]. Az allosztérikus csatolasi képesség mérté-
ke Ugy is meghatarozhatd, mint a ligandumot kot6 konformaciok érzékenysége
egy masik helyen torténd perturbaciora (pl. ligandum koétédésére) [19].

Hangsulyozni kell, hogy az allosztéria nem korlatozédik a fehérjékre. A nuk-
leinsavak is dinamikus egylttest alkotnak. A konformacids szelekcié egyarant
érvényes a ligandumok, fehérjék és nukleinsavak egymassal valé kdlcsénha-
tasaira [20]. A transzkripcids faktorok és a DNS degeneralt valasz szekvenciai
(degenerate response elements) kozti szelektiv kdlcsdnhatasokat is allosztérikus
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szabdlyozas biztositja [21]. Osszefoglalva, az allosztéria termodinamikai jelen-
ség és molekularis evollcid soran jon létre.

Allosztéria tervezése

Lehet-e allosztériat tervezni és hasznositani a fehérjeszerkezet és funkcid, vala-
mint a molekularis evollcid ismeretében? Az a szamitdgépes algoritmus, amellyel
egyes ligandumokhoz er6sen két6do fehérjéket terveztek, kétségeket ébresztett
[22]. Forditva viszont, receptorokhoz lehet allosztérikus modulatort tervezni és
gyogyszerré fejleszteni. Az allosztéria m(ikddése alapjan lassuk tervezésének
néhany kritériumat. Vannak algoritmusok, amelyek megtaladljak a fehérjék fel-
szinén azokat az Uregeket, amelyek egy leendd ligandum nagyaffinitasu meg-
kotésére alkalmasak [23]. Ahhoz, hogy a kétodésnek messze hatd funkcionalis
kovetkezménye is lehessen, a kétdlreg lehetbleg legyen alegységek kozott (lasd
pLGIC). Receptor esetén legyen a jelatviteli utvonal vége felé, olyan kritikus ke-
resztezddési pontokban, amelyekhez flexibilis szerkezeti elemek kapcsolédnak.
Az ilyen kvalitativ kritériumokon tul |éteznek prediktiv algoritmusok is, amelyek-
kel funkcionalis epitdopok és a kotédési allosztéria ,forrd pontjai” lokalizalhatdk
[11, 23]. A fehérjeszerkezet termodinamikai vizsgalata inhomogén stabilitast
mutat. Flexibilis régidk lehetdvé teszik aktiv helyek megnyilasat és ligandumok
behatoldsat, a stabilabbak pedig a kétddés affinitasaért és szelektivitasaért fe-
lel6sek [18]. Az inaktiv és aktiv konformacidikat 6sszehasonlitva a kovetkezd
szerkezeti paramétereket talaltak az allosztéria szempontjabdl jelentésnek:
csukldszer( régiok, deformacids energia, hidrogén hidak halézata, lokalis szer-
kezeti entrdpia és az olddszer szamara hozzaférheto felszin [23].

Genetikai modszerekkel is Iétrehozhatd allosztérikus szabalyozas. A biotechno-
l6gia biokatalizatorok és bioszenzorok el6allitasara alkalmazza. Ko-lokalizacidoval
lehet heterotrdp kooperativitast eldidézni. Iranyitott evollcids algoritmussal 6sz-
szekapcsoltak két fehérje génjét B-laktam hidrolizis allosztérikus szabalyozasara
[24]. Egy bakteridlis maltoz-koto fehérje és a B-laktamaz hibridjének hidrolitikus
aktivitdsa nagysagrendekkel megndétt maltéz jelenlétében.

Citokinek, kalmodulin és kllonféle rendezetlen fehérjék, valamint mRNS-alapu
ribokapcsoldk (riboswitch) ligandum-indukalt konformacids valtozasa bizonyult
legalkalmasabbnak bioszenzorok készitésére [25]. Racionadlis szerkezetmddosi-
tassal, mutacidkkal két ellentétes hatas viszonyat kell optimalizalni. Egy rosszul
kotd konformacid iranyaba moddositott szerkezethez ugyan kisebb affinitassal
kotddik a ligandum, de kétédése nagyobb jelt, valtozast hoz létre. A mutacidk
termodinamikai vizsgalata ravilagit arra is, hogy az evollcidé hogyan optimali-
zalta az élovilag biomolekularis kapcsoldit [25]. Hideghez alkalmazkodott fehér-
jék felszinén glicin mutaciok eredményeznek lokalis unfolding-ot, konformacids
fluktuaciot, ezaltal a nativ alapallapotbdl tébb gerjesztett allapotot hoznak létre
[26]. Ezek a mutaciok egy bakteridlis adenilat kinaz altalanos szerkezetét nem
valtoztattdk meg, de mar egyetlen tavoli glicin is erds eltolédast eredményezett
egy AMP-szarmazék kotédésének termodinamikai paramétereiben és az adapta-
cios hOmérsékletben (AT= -10°C) [26]. Kis fehérjék pontmutacidival is el lehet
érni, hogy a ligandum kotddése jelentds konformacids valtozast hozzon létre.
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Példaul a B-redds FynSH3 folding-ja megakadalyozhaté négy C-terminalis ami-
nosav eltavolitasaval [27]. Egy kis peptid kotoédése a csonka fehérje folding-jat
valtja ki, mert a szabadenergia nyereség tulkompenzalja a folding okozta vesz-
teséget.

Az allosztéria tervezési lehetdségeit O0sszegezve, lehet 1) a funkciot hordo-
z6 (receptor) fehérjén allosztérikus szabalyozasra alkalmas kot6helyet talal-
ni és ehhez ligandumokat gyogyszerré fejleszteni; 2) a potenciadlis kot6helyet
pontmutaciokkal kotodésre és szabalyozasra optimalizalni; és 3) ismert kotofe-
hérjét génfluzidval 6sszekapcsolni a szabalyozni kivant fehérjével.

Ismeretelméleti nézopont

A baktériumok flagelluma az , értelmes tervezettség” vilagnézete hiveinek eszko-
zévé valt [28]. A modern flagellansok az evollciét ostorozzak vele, mondvan: ezt
a nano-motort, amely a baktérium ostorat oda-vissza forgatja, evollucié nem fej-
leszthette tokélyre, mert kdztes allapotai zsakutcaba vezették volna a chemotaxis
jelatvitelét. Ez az anomalia nemcsak az evolucio, hanem az allosztéria kutatas
szamara is meéltd kihivas. Az allosztéria klasszikus modelljei determinisztikus
(,minden-vagy-semmi”) jellegliek; a ,concerted” (MWC) modellben az alegy-
ségek csatolasa abszolut, az ,induced fit” (KNF) modellben pedig egy ligandum
ra. Azonban az allosztérikus kdlcsénhatdsokat Ujabban nem determinisztikus,
hanem valdszinlségi, sztochasztikus jelleglinek tekintik [29]. Az allapotok va-
l6szinlsége szabadenergia kilonbségiktdl fiigg, az allapotvaltozas folytonos és
(fehérje) konformaciovaltozasok utjan terjed (conformational spread) [29]. Az
allosztérikus szabalyozasnak ezt a sztochasztikus modelljét nemrég tamasztot-
ta ald a Coli baktérium flagelluma forgasi kapcsoléjanak optikai mikroszkopias
vizsgalata [30]. Mivel a gylrlds motor alegységeinek sokallapotlu (multistate)
rendszere er6s kooperativitdst mutat, az oligomer leggyakrabban mégis csak
kétféle allapotban tartdzkodik, az MWC modellnek megfeleléen [30].

Az evollcié és allosztéria fogalma a tarsadalmi szaktudomanyokat sem hagyta
érintetlenll. Changeux, aki az allosztéria MWC modelljének egyik sziil6-neveld
apja [10], merész és messze mutatd kovetkeztetésekre jutott: az idegrendszer
aktiv kolcsonhatasa a kornyezettel eleve |étezd, belsd reprezentaciok (menta-
lis objektumok) kivalasztodasat eredményezi, ami Iényegében tanulas szelek-
ci6 utjan [31]. Edelman, a Nobel-dijas (1972) biolégus ezt az ‘ismeretelméleti
allosztériat’ (nomen est omen) fejlesztette tovabb a neuralis darwinizmus elmé-
letében, ami pszicholdgiai irdnyzatta nétte ki magat [32].

Az evollcio-bioldgus és ontoldgus Ernst Mayr ,, This Is Biology” cim( kényvében
a bioldgiai megismerés folyamataban harom alapveté kérdésre Osszpontosit:
mi, hogyan és miért [33]? A ,miért” hatol legmélyebbre, az adott jelenség,
folyamat hajtéerejét firtatja. Aligha vitathatdé Mayr véleménye, hogy Charles
Darwin evollcios elmélete teljesitette ki leginkabb a bioldgiat ,,miért-tudoman-
nya”. Ez Darwin kettds jubileuma alkalmabdl kilén hangsulyozandd. Masrészt
az allosztéria fogalmanak meghatarozasa (mi?) és m(ikédésmaddjai (hogyan?)
korabbi bemutatasa utan jelen irdsomban arra igyekeztem ramutatni, hogy az
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allosztéria kialakulasanak hajtéereje (miért?) a természetes szelekcid, moleku-
laris evollcid, és igy fizikai-kémiai, termodinamikai torvényszerliségeken alapul.
Barmennyire redukcionista és altalanosité ez az allitas, alighanem a biokémia
szamos terlletére érvényes. Maga az allosztéria fogalma pedig atvitt értelemben
hid, 6sszefliggés a mikrovilag terlletei kdzott.
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