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BEVEZETES

DisszERTACIOM A MAGYAR TUDOMANYOS AKADEMIA, SZEGEDI
BIOLOGIAI KOZPONTJA BIOFIZIKAI INTEZETEBEN VEGZETT MUNKAIM, ILLETVE
FINN-ANGOL-SZLOVAK KOOPERACIOBAN PUBLIKALT EREDMENYEK ALAPJAN KESZULT.

Tobb mint 140 év telt el azéta, hogy Pasteur felfedezte az él6 és élettelen
kozotti egyik leglényegesebb elvalasztd vonalat: a tukérszimmetria sérillését az élé
organizmusokban. Gondolhatnank, hogy az eltelt hossza id6 elegendd kellett legyen
a kiilbnbség eredetének felderitésére, am ez nem igy van. Az eddigi mérleg sok-sok
lehetséges hipotézis és kevés meggy6z6 adat. Jelen dolgozatban rovid
Osszefoglalas utan a cimnek és tartalomjegyzéknek megfeleléen valogatott fejezetek
talalhatoak, amelyekhez sajat kisérletek, illetve gondolatok és ezekhez f(iz6d6
eredmények kapcsolédnak.

A szimmetriasértés lényege, hogy az él6 szervezetek az aminosavak és
cukrok két lehetséges optikai izomerébdl jellemzden csak az egyiket épitik be: a
fehérijék L-aminosavakat, a nukleinsavak D-cukrokat tartalmaznak. Az egyik
alapkérdés tehat az, hogyan valasztotta ki a természet az egyik izomert, hogy aztan
az életet erre épitse?

A kiralis, enantiomer, vagy masképpen optikai izomer molekula-parok
szimmetria szempontjabél Ggy viszonyulnak egymashoz, mint a jobb és bal keziink.
Az élettelen természetben a lehetséges optikai izomerek egyenlé aranyban (racém
keverékként) fordulnak elé, mig az él6 anyagok optikailag tisztak, tehat az egyik
izomer egyedil fordul elé. Az optikai tisztasdg az élet alapvetd feltétele és
megkiilonboztetd tulajdonsaga, ami a genetikai kod mellett k6zés minden foldi €l6
szervezetben. Az élet keletkezésére vonatkozé elméleteknek sziikségképpen ki kell
térnitik az optikai tisztasag eredetére. Két iranyzatbdl az egyik a mainak megfeleld,
kirdlisan tiszta szervezetek evolliciés elényeit feltételezi az ellentétesen kiralis
tarsaikkal szemben, mig a masik a prebioldgiai evolicié alatt (teliesen azonos
altalanos paraméterekkel bir6 izomer-parokat feltételezve) fizikai-kémiai
kdlcsénhatasokkal tolja el az egyensulyt a mai élékre is jellemz6é aszimmetria
iranyaba. Irodalmi adatok és sajat kisérletek, tapasztalatok alapjan foglalunk Gssze
idevagod ismereteket.



A biotechnolégia ezen a szinten tébb ponton johet képbe. Nem
természetes, D-aminosavakat talaltak daganatokban, éregedéssel kapcsoltan és
egyes szembetegségekben, hosszu ideig tarté anyagcserezavarok kapcsan, aminek
vizsgalata diagnosztikai értéki Ilehet, illetve a problémak hatterében .ali6
mechanizmusok tisztazasat segitheti. Az él6 szervezetek enzimeket miikddtetnek
nem-természetes izomerek eltavolitadsara. A bioldgiai anyagok elpusztulva az
élettelen természet szabalyszerliségeinek megfeleléen, tébbek kézoétt olyan
atalakulasokon mennek at, amelyek a szimmetrikus struktirak iranyaba, végiil
(racém) egyensulyba vezetnek. Fossziliak aminosav-racemizaciés adatai
kormeghatarozast, illetve un. paleotemperatira adatok meghatarozasat teszi
lehetévé. Az egyik legnagyobb jelentéségii irany, amikor természetes, pl. bioldgiailag
aktiv peptideket médositunk nem-természetes aminosavakkal a bioldgiai aktivitas
jellegének, stabilitasanak, hataserésségének médositasa céljabol. A szerkezet-hatas
osszefuiggések vizsgalata egyes esetekben kétiranyt kévetkeztetéseket engednek:
a hatéanyag szerkezetének javitasat a kivant hatas(ok) optimalisabba tételére illetve
indirekt moédon a kétdhely (receptor) jellegének leirasat, ha a teszteket,
hataser6sség méréseket kilonbdézd modelleken végezzik. Az itt felsoroltakat
irodalmi és sajat kisérletileg igazolt példakkal illusztraljuk.

Az evollcié kémiai szakasza kis, szimmetrikus molekulakbél (Hz, NHs,
CH,4, CO, H20, stb.) kiilénb6zé formaban adott energia (fény, elektromos, hé, stb.)
felhasznalasaval létrehozta azokat a szimmetrikus kismolekulakat és aszimmetrikus
vegyiletek racém formait, amelyekkel a prebiolégiai evollcié elindulhatott. A
biolégiai evolucié bevezetd szakaszaban a ribonukleinsavak kiilénésen fontos
szerepet jatszhattak, mert az informaciétarolason tal bizonyos katalitikus hatassal is
birtak. A tovabbi fejlédésben azok a kialakult sejtszer(i struktarak lehettek
kedvezményezettek, amelyekben zsirszerli anyagokkal fazisok szeparalodasa
valésult meg és amelyekben informaciétarolé nukleinsavak, szerkezeti szerepeket
betoltd és enzimhatasu fehérigk egyarant eléforduitak. Modell kisérleteket
végeztiink, hogy kimutathatéak-e nem-véletlen tendencidk, ha irodalomban
elfogadott, prebiotikus kériilmények kézott allitunk elé peptideket. Néhany témara
jobban fokuszalunk, de kitérink egy-két méréstechnikai hozzajarulasra is, ami
pontosabb eredményekre vezethet (pl. anizotrépia faktor és hasonlok), illetve elemi
struktarak rendezettségi viszonyait segiti megismerni (linearis dikroizmus
spektrométer szabadalom).



Egy masik lehetséges megkdzelitéssel a mai éldvilagot alkoté anyagok
vizsgalatabol deduktiv Gton juthatunk szabdlyszerliséghez. A fehérjék nagy része az
elsédleges szerkezet szintién ismert, az aminosav szekvenciakat kilénb6zé
adatbazisokban meg lehet talalni. Magasabb szintli struktirak visszavezetése az
elsédleges szerkezetre, az itt megnyilvanulé szabalyszerliségek felismerése
hozzajarul evollciéval kapcsolt ismereteinkhez. Ugyanezen ismeretek
biotechnolégiai aspektusa, amikor immunolégiailag aktiv helyeket ismerlink fel, pl.
diagnosztikai célra, vagy biolégiailag aktiv molekulakat terveziink/médositunk és
allitunk el6, amelyek egyébként esetleg nem is léteznek a természetben, de
szerencsés esetben megjoésolhatjuk, hogyan fognak hatni. Vannak esetek, amikor
mas szerkezetvizsgalati modszerek, pl. réntgendiffrakci6 nem, vagy csak
korlatozottan hasznalhatéak, pl. a legtébb membranfehérje esetében, amelyek
kristalyositasa gyakorlatilag egyenként kidolgozandd, faradsagos és idGigényes.
Kisérleti munkak munkahipotézisei feldllitdsahoz tébb-kevesebb sikerrel modeliek
szerkeszthetéek az adatbazisokbdl elvonatkoztatott szabalyok szamitégépi
alkalmazasaval. Ez a terlilet ma mar széles kérben mivelt, jelen dolgozatban sajat
aktivitasom koré csoportositott példakkal illusztralom.



IRODALMI OSSZEFOGLALO

Nagyon valészin(, hogy néhany fényéven bellll mi vagyunk az egyetlen fejlett
technolégiai civilizacié {1}, de életnyomokat kézelebb is lehet talaini. A foldon kivili
élettel kapcsolatos kutatasok Gsszefoglalé elnevezéseként az exobiolégia elnevezés
hasznalatos, amelyet a foldi élévilag kifejlodését megel6z6 és bevezetd
szakaszanak kutatasara altalanositanak. Ma (2000-ben) az Amerikai Urhajozasi
Hivatal (NASA), Asztrobiologiai Kézpontot is lizemeltet {2}, ahol féként a biolégia
kombinalédik a csillagaszattal, természetesen mas tudomanyokkal egyetemben.
megértése, illetve jobb megértése.

A foldi életre vonatkozé leegyszersitett lehetséges sor: a periédusos
rendszer elemeinek evoluciéja utan egyszerii vegyiletek jottek létre a kozmikus
térben (a késdbbi élet szempontjabél fontos szénhidrogének, cianidok és
szarmazékaik, stb.), amit a Fo6ld kialakulasa alatt a szilard felszin, redukaléd
atmoszféra és hidroszféra létrejbtte kdvet. A Fold fellletén a kezdeti széntartalmu
vegylletek egyre Osszetettebb szerves strukturakat formalnak, monomereket és
egyszeriibb polimereket, Iétrejon az an. Osleves. Ezen d&sleves alkotéinak
Lonformalédasa” hoz létre polimolekulérié nyilt rendszereket, amelyek bizonyos
mértékben képesek a kodrnyezeti valtozasokhoz valé alkalmazkodasra és birnak a
novekedés — szaporodas képességével. Az Oparin-elmélet szerint polipeptidek,
zsirszer(i vegyiletek, polinukleotidok kilén-kiilén és parban is létrehozhattak a
kornyezetiktdl fazishatarral elkGloniilé strukturakat, un. koacervatomokat, de a
fejlédés soran azok a rendszerek voltak kedvezményezettek, amelyek fehérjéket
(végrehajtas és szerkezet), nukleinsavakat (informaciétarolas) és lipideket
(membranképzés) egyarant tartalmaztak. A létrejétt probiontak tovabbi fejlédése
egyre tokéletesebb anyagcseréjl, tokéletesebb molekularis és szuper-molekularis
struktaraja rendszereket hozott létre, amelyek prebiologiai kivalogatodasa
eredményeképpen jelentek meg az elsd organizmusok. A vazolt logikai menet sok
szempontbdl igazoltnak latszik {3}, természetesen sok-sok megvalaszolatian

kérdéssel a hattérben.
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1. abra: Evoluicios idérend
A Fold kb. 4.6 milliard éves, mig a legéregebb mikrofossziliakat Dél-Afrikaban

talaltak és 3.6 milliard évesnek hataroztak (1. abra). llyen koru kézetekbdl mutattak
ki élére jellemzdnek tartott izoprenoidokat, szteranokat, porfirineket, aminosavakat
és cukrokat. Radiécsillagaszati modszerekkel a csillagkdzi térben is (az aminosavak
szintjéig) kimutatott egyszerl szerves vegylletekbdl {4} a foldkéreg kialakulasat
koévetd kb. 200-500 milli6 éven belil jelent meg a foldi élet 6se és ezt kdvette a
napjainkban is tarté biolégiai evolucié. A prebiotikus tényezék (redukald légkér,
dsleves, stb.) napjainkra megfordithatatlanul megvaltoztak, igy ezeknek becslése
csak indirekt uton lehetséges. 1954-ben az an. Miller-kisérletekben igazoltak
elészor, hogy a feltételezett 6slégkérnek megfeleld atmoszféraban (CHs, NH3, H20,
H,) elektromos kisulésre aminosavakat kaptak és késébb mas szerves savakat is
azonositottak. Az energiafajtakat valtoztatva (pl. hé, fény, radioaktiv sugarzas)
hasonlé termékek keletkeznek. Mas esetekben az &slégkérbdl levezethetd, de az
adott kisérletben elkiilonitett anyagokon végeztek vizsgalatokat. Néhany kiragadott
példa: cianhidrogénbdl kiindulva adenint, rodanidokbol metionint, paraformaldehid és
hidroxilamin elegyébdl szerint tudtak el6allitani. Publikaciokbol levonhaté a
kovetkeztetés, hogy az élékben eléfordulé anyagok dsszes alaptipusa levezethetd
prebiotikus kérilményeket modellezve {5, 6, 7}. Fontos, hogy az adott kérilmények
kozott tobbnyire a mai élékben megtalalhatd vegylletek jonnek létre, annak ellenére,

hogy sokkal tobb fajtaja termék lenne levezethetd formalisan.



A kémiai evolucié, a modellkisérletek tanisaga szerint szimmetrikus
termékeket produkalt, azaz a lehetséges optikai izomerek ekvimolekularis keverékét.
Ha a mai éloket vizsgaljuk teljes aszimmetriat talalunk: nukleinsavakban D-cukrokat,
fehérjékben L-aminosavakat. Az kénnyen belathatd, hogy az optikailag tiszta
rendszerek a racémhez képest elényésebbek (nagyobb polimerizacié sebesség,
oldékonysag, stb.), de miért nincsenek tukorképi élélények, amelyek tehat L-
cukrokat és D-aminosavakat tartalmaznak? Ha csak azt vessziik figyelembe, hogy
az optikai izomer parok tagjai, a szimmetria eltérésen tdl, mindenben azonos
tulajdonsagutiak, akkor a mai él6 szervezetekhez viszonyitva tikérképi élélényeknek
is azonos valdsziniséggel kellene eléfordulniuk.

Homokiralis szerkezet az o©nreprodukcié szilkséges feltétele {8}.
Modell-rendszerben D-cukrokat tartalmazé, 5 par adenin (A) - timin (T)
komplementerbdl allé kettds hélixet formalhatunk. Ha a kézépsd, harmadik T-t
L-cukrot tartalmazo tukorképi parjara cseréljik, akkor a ,hibas” T-nukleotid
primidingydrije a normalis poziciohoz képest kb. 100°-kal elcsavarodik, ami teljesen
kizarja, hogy a hibas A-T bazisparban a hidrogénkétés létrej6jjon, azaz egy ilyen
DNS-szakasz nem masolhaté. A legprimitivebb &nreprodukalé rendszer
kialakulasanak kiralis kézegben lehetett nagyobb esélye, tehat az altalanos
szimmetriasérilésnek legvaldésziniibben az evollcié prebioldgiai szakaszaban kellett
megtérténnie, rdadasul viszonylag gyorsan. Bizonyitott tény, hogy izotrép térben
akiralis keverékbdl a két izomer képzddési valészinlisége azonos és kirdlis
molekulak nem ekvimolekularis keveréke idével racémmé alakul. A racemizacié az
a sztereokémiai folyamat, amelynek soran az optikai izomerek egymasba alakulnak,
és amely az élettelen természet szimmetriajat fenntartia. A racemizacié a
szimmetriasértés ellenében hat és az esetleges killénbséget idével elmossa, ha az
aszimmetriat okozé hatas csak idészakosan érvényesil, vagy mértéke kicsi.
Aminosavakat véve példaként, 25 C°-on a racemizacios idé (év) alaninra 1.2*10%,
aszparaginsavra 3.5*10°, fenilalaninra 2*10%. Deracemizacié csak olyan folyamatok
jelenlétében képzelhetd el, amelyek a racemizaciénal gyorsabban és hatékonyabban
mikodnek. Kdénnyen lehet, hogy az életnek néhany ezer évnél gyorsabban kellett
kialakulnia (esetleg 6 nap alatt?).

Az un. ,elény faktor’ (AF-advantage factor) elmélet gyakorlatilag Pasteur 6ta
létezik (részleteiben természetesen bdviild modon), amely szerint a tikoérképi parok
reakciésebességei nem egyeznek meg egy aszimmetrikus hatas jelenléte miatt és
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ez a kiulénbség meghatarozé szerepet jatszott a kémiai evollicié soran a
szimmetriasértés Iétrejottében. Kétféle ,elény faktort” kiilénboztetnek meg, amelyek
kozil lokalis (a Fold kulénb6zd helyein eltérd erbével, meghatarozott ideig hato)
tényezok: a cirkularisan polaros fény, a statikus elektromos és magneses tér, a
Coriolis er6 és ezek kombinaciéi. A globalis ,elény faktorok” a gyenge kolcsénhatas
aszimmetridja miatt jonnek létre, és pl. a B-sugarzas spinpolarizéltsagaban, illetve az
izomerek kissé kilénb6z6 energiaallapotaban nyilvanulnak meg. Az elény faktor
mértékét az un. g-faktorral (AE/KT) jellemzik.

Szinergetikai meggondolas szerint a termikus fluktuaciékon kivil nem kell
mas kezdeti aszimmetriat feltételezni az &sleves racém osszetételében, mert egy
pillanatnyi koncentracié kilénbség autokatalitikus folyamatban feler6sédhet és idével
telies optikai tisztasaghoz vezethet (az izomerek kozétti kdlcsonhatas erésen
sztereoszelektiv, amely pozitiv visszacsatolast eredményez). Lehetséges, hogy a
kritikus pont elétti aszimmetriat valamelyik ,elény faktor” hozta létre, de akkor ennek
olyan mértékiinek kellett lennie, amit a statisztikus fluktuacié6 nem tudott elmosni az
élet kialakulasaig. Matematikailag van esélye annak, hogy véletlenek vezettek ahhoz
a kiralis katasztr6fahoz, aminek praktikus eredménye a Foldi élet mai aszimmetriaja.
Valodi bizonyiték(ok)ra e témaban csak néhany tiz év mulva lehet szamitani, amikor
Foldon kivili mintakban esetleg tiikérképi életnyomokra is akadnak, mert véletlenek
révén ennek is létre kell jbnnie egy nagyobb térben.

F. Crick ,iranyitott panspermia” elmélete a-korabbiakhoz képest a folyamatok
egy részét a vilaglrbe helyezi (alapul Arrhenius, a feledés homalyabol feltamasztott
gondolatai szolgaltak). Realitasat tébbek kdzétt az adja, hogy a prebiolégiai evollcié
(kis molekulak létrejéttétél az onreprodukalé szervezetek létrejétteig) valdészinii
idétartama 200 millié év, vagy még kevesebb lehetett, ami meglehetdsen révidnek
tinik, ha minden lényeges lépést a Foldon megtdrténtnek feltételeziink, pedig az
drben is kimutattak, pl. aminosav oligomereket.

Goldanszki elmélete {9} a mélyhdmérsékleti kémiai folyamatok
kvantaltsagabdl indul. Eszerint az Grben gazbdl és porbdl allé felhdk léteznek,
amelyben a porrészecskék aranya 1% koril van, és amelyek magjat szilicium és
grafit alkotja. A porszemek feluletét an. piszkos jég boritja, CO, NH3, H20, HCN, stb.
tartalommal. Ezekbdl gyakorlatilag barmely szerves vegyiilet létrejohet az (rben

jelenlévé nagy hatotavolsagu protonok, kemény ultraibolya és y-sugarzas hatasara.



A felhd gravitacios instabilitisa kifejlédését kévetéen az anyag differencialédik,
porfelndvel korilvett protocsillag alakul. A porfelnébdl bolygdk johetnek létre,
amelyekre a bolyg6k kialakulasa soran folyamatosan, vagy utana fellleti
adszorpciéval juthattak a gaz-porfelndében létrejétt szerves vegyiletek (ez a
valdszin(ibb), amelyek nyersanyagként szolgalhattak az &sleves kialakulasahoz. A
hipotézissel az Urbeli alacsony hémérséklet és emlitett sugarzasok réven (,elény
faktor”) a szerves kiindulasi anyagok kezdeti aszimmetrija is levezethetd.

Az optikailag tiszta rendszerek elénye a racémekkel szemben egyértelmi és
bizonyitott (nagyobb polimerizacié sebesség, jobb oldékonysag, stb.), ha az élék
szempontjabdl vizsgalédunk {10}. A mai élék makromolekulainak helicitasa a
monomerek szimmetria sajatsagaibél kdvetkezik. Az optikai tisztasag fenntartasa
energiaigényes folyamat. Egy magara hagyott optikailag tiszta anyag racemizal6dik.
Az él6k kilénbozé mechanizmusokat miikddtetnek a nem-természetes izomerek
eltavolitasara.

A negyvenes években Kogl és Erxleben mutattak ki D-aminosavakat
tumorokban oly moédon, hogy normal és daganatos majat etettek kutyakkal. A
tumorokban el6fordulé, nem-természetes, D-glutaminsavat a kutyak felhasznalni
nem tudtak és igy vizeletikben Uritették, lehetévé téve a szelektiv analizist a
szerzéknek. Fisher {11} és munkatarsai 1995-ben végeztek Ujabb vizsgalatokat e
terilleten D-aszparaginsavat és D-glutaminsavat keresve tumor-fehérjékben.
Megerésitették a nem-természetes aminosavak jelenlétét, de nem talaltak
szignifikans kilonbséget a kontroll illetve daganatos szdvetek kozott, soét
D-aszparaginsav vonatkozdsaban az egészségesnek mondott szdvetek mutattak
valamelyes tobbletet a tumoros szévetekhez viszonyitva. A kérdést célszerii lenne
tovabb vizsgalni jobban korilirt feltételekkel, mert glutaminsavra az esetek felében
1.4-t6l 5.6-ig terjed6 D-aminosav felesleget irtak le tumorok felében és statisztikailag
nagy a bizonytalansag.

Imai és munkatarsai {12} kiilénbdz6 gerincesek szdveteiben és
testfolyadékokban vizsgaltak D-aminosavak jelenlétét. Az agy és periféridlis szervek
fejlédésének korai szakaszaban D-aszpariginsavat taldltak és agyban a D-szerin
receptor modulalé szerepét is valészinisitik. Emberi vérszérumban a D-szerin és
D-alanin jelenlétét vesefunkciok tonkremenetelével hozzak ésszefliggésbe.
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D-szerin, D-aszparaginsav és az Osszes-D-aminosav tartalmat (95%-os
valészinliséggel) magasabbnak talaltak Alzheimer-kérban szenvedd betegek kamrai
agyfolyadékaiban, egészséges kontrollokhoz viszonyitva {13}. A D-aminosav
tobbletet degenerativ  folyamatokkal hozzak Osszefiiggésbe. Szivacsos
agysorvadasban a degeneracié valészinlileg nem jar mérheté D-aszparaginsav
felszaporodassal {14},

Vorésvértestek oregedésével 6sszefliggésben szintén talaltak ndvekvd
mennyiségl D-aszparaginsavat p-metilészter formaban {15, 16}. A kapcsol6do
technika {17} alkalmasnak tlinik nagyon alacsony D-aminosavtartalom (elsésorban
glutaminsav, aszparaginsav) meghatarozasara is, mivel a legtébb egyéb, analitikai
célu szarmazékképzés bizonyos fokd racemizaciét okoz és torzitja az eredményt (Id.
késobb). Ez korrekciét igényel és a lehetséges hibak miatt a megbizhaté
kimutathatésag limitalt. A D-aszpartil-fehérje-karboxil-metiltranferazzal kiméletes,
szelektiv reakci6 all rendelkezésre.

Nagyon érdekes megfigyelés {18}, hogy idds (atlagban 80 éves) emberi
szemlencsék crystallinjanak aA-alegységén belil a 151-es pozicidban talalhaté
aszparaginsav sokkal nagyobb mértékben fordul elé D-formaban, mint varhato
volna. Killénleges kiralis teret tételeznek fel az ASP-151 koérill és sztereoinverzids

mechanizmust az atalakulasra. %(ASP151)= 5.7 arannyal jellemzett oA-crystallint
denaturaltak, aminek eredményeképpen a magasabb rendi szerkezettel a
feltételezett kiralis tér is 6sszeomlott, és a %(ASP’E“) arany gyorsan 2.17 (kezelés

70 °C-on) és 1.21 (6 M karbamid jelenlétében) értékekre alit. Ez a mechanizmus a
fehérijekémia és biokémia Uj terilletét nyithatia meg pl. az éregedési folyamatok
tanulmanyozasaban, illetve e konkrét esetben a sziirke hdalyog kialakulasara

vonatkozoan.
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SPINPOLARIZACIO OPTIKAILAG AKTIV MOLEKULAKBAN

Pozitron annihilaciés vizsgalatokban aminosav optikai izomerekre azt
talaltak, hogy a triplet pozitronium képzés valészinlisége a D-izomerekben nagyobb,
mint parjaikban {19}. Szinglet pozitrébniumban a pozitron - elektron spinek anti-
parallel, triplet pozitréniumban pedig parallel alinak. Mivel a pozitronok (a paritas-
sértés miatt) mozgasirannyal parhuzamosan spinpolarizaltak, a fentiek alapjan eltéré
spinmegoszlas varhaté a D-, illetve L-izomerekben.

Az el6z6ek elméleti magyarazatara Hraské Péter dolgozta ki az un.

helikalis elektrongaz modelit {20}, mely szerint

n,—n_ = P 37’n § , ahol

[n.] = [n] = [n] = (cm®)"!

[m] = g (elektron témeg)

c=3*10""cm/sec

[w] = dimenzié nélkill, az optikai antipédok kozétti kiilénbséget jellemzi

[h] = g * cm?/sec

n. = a pozitiv helicitast elektronok stiirlisége (mozgasirannyal parhuzamos spin
allas

n. = a negativ helicitasu elektronok stirlisége (mozgasiranyhoz képest antiparaliel
spin allas

n. + n. = n = totalis elektronsiriiség

me — 1.294952 * 10"

k,—k,

W) =15

, ahol

0

ks és k2 = az optikai antipédokba agyazott béta-bomlé izotop bomlasi allandéi
ko = bomlasi allandé ugyanerre az izotépra, szimmetrikus kérnyezetben

F(x): fuggvény, amely az izotépbdl kilépd elektronok energiajabol eredé eltérést
hivatott kompenzalni (1. tablazat).
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1. tablazat
Az F(x) fiiggvény szamitott értéke néhany izotépra

IZOTOP| Emax (MeV) | F(x)
H 0.018 63671.340
c 0.156 871.931
32p 1.710 15.425
s 0.167 763.618
82y 0.450 119.472
13 0.608 71.165

Abban az izomerben, amelyben a bomlasi allandé nagyobb értéknek

addodik (k4), mint a masik izomerben (kz), a pozitiv helicitasi elektronok siriisége

nagyobb, mint a negativ helicitasa elektronoké (w > 0).

Kisérleteket végeztink w értékének becslésére {21}. Béta-bomlé %2Br

izotépot épitettiink optikailag aktiv molekulakba, majd meghataroztuk a bomlasi

valdszinliséget ezekben a vegyiiletekben és kristalyos KBr-ban.

(+)-p-brém-a-feniletilamin és (-)-p-bréom-a-feniletilamin
Norse gyartmanyu anyagokat vakuumdesztillalassal tisztitottuk. A 82Br
beépitése heterogén izotépcserével tértént.
3,5-dibrom-L-tirozin és 3,5-dibrom-D-tirozin
Merck gyartmanyu L- és D-tirozinbél allitottuk elé a fenti anyagokat, direkt
bromozassal. A %Br beépulést Fixion 50 x 8 ioncseréld rétegen
radiokromatografiaval ellenériztik. (Halogénezett tirozin szarmazékok
elvalasztasara ekvilibralas nélkiil alkalmas a koévetkezé  puffer:
citromsav=14.1g, NaCl = 140 g, NaOH = 8.0 g, cc. HCI = 4.0 ml,
végtérfogat = 1 I).
K®2Br A fenti formaban szallitotta az Izotop Intézet.

A mintak tisztasagat UV-abszorpcié és CD mérésekkel is ellenériztik. A

bomlasi valészinl(iség meghatarozasa Philips gyartmanya y-spektrométerrel toértént,

a 82Br elektron kibocsatasat koveté y-foton detektalasa alapjan. A spektrométer 40
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mintahelyes automatikus mintavaltéval volt kapcsolva. Ezekben helyeztink el
szimmetrikusan kettd darab y-sugarzé standardot, 6 K%2Br mintat, a jelzett
antipédokbél pedig 3-3 mintat, erre a célra kialakitott légmentesen zar6 teflon
mintatartoban. A 3Br altal kibocsatott y-fotonokat Berthold gyartmanya Nal(Ti)
szcintillaciés detektor érzékelte.

A mérési adatokra a hattér korrekcié utdn exponencidlis gorbét illesztettink a
legkisebb négyzetek médszerével. A bomlasi allanddkat és az ezekbdl kiszamithatd
w értékeket az alabbi tablazatban foglaljuk ssze (2. tablazat):

. 2. tablazat
Atlagos bomlasi allandé és w értékek kiilonb5z6 optikai izomerekben
Minta Bomlasi allandé, k [10° sec™] w [10F]
+)-p-32Br-o-feniletilamin_- 5425 + 4 7+4

(-)-p-¥2Br-a-feniletilamin 5416 + 4
3,5-di-*?Br-L-tirozin 5424 + 4 64
3,5-di-%2Br-D-tirozin 5416 + 4
K®Br 5408 + 4

Kristalyos K®*Br-ban a ®*Br felezési idejét 35.61 + 0.02 6ranak hataroztuk
meg, ami a kbdzzététel idején a legpontosabb adat volt. A kisérleti eredmények
értékelése alapjan w fels6 értékére tudunk becslést adni:

w<15-10°|

A p-brom-feniletilaminban a vegyérték elektronok szama 45.

n =1.364*10*%e/cm® | Molekula térfogat: 3.3* 10" cm® | w<1.5- 10°

n. =7.047 * 108 e'lcm?® n.=51.68 % A < 3.36 %

n.=6.590 * 102 e’/cm® n.=48.32 %

Kovetkezésképpen, ha optikailag aktiv molekulakban van spinpolarizacid, akkor

ennek meértéke < 3.36 %.
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AMINOSAV OPTIKAI IZOMEREK ELVALASZTASA

Ma mar sok metédus ismert a cimben jelzett feladat megoldasara:
folyadék-kromatografiai (elsésorban HPLC, kiralis fazisokkal) és gazkromatografiai
(GC/GC-MS) technikak tekintheték alapvetének. Itt gazkromatografias elvalasztasi
moédszereket ismertetiink, mivel egy JEOL 20K GC Allt rendelkezésiinkre a
gyakorlatban. A gazkromatografia adta lehetéségek két csoportba sorolhatok:

(1) Aszimmetrikus reagenssel tesziink killénbséget a D- és L-izomer kozéit.
Ekkor az elvalasztas optikailag inaktiv téltetli oszlopon torténik.

(2) Optikailag aktiv oszloptéitet alkalmazasa leegyszer(isiti az anyag-el6készitést,
és pontosabba teszi az elvalasztast.

Jellemzéen N-trifluoroacetil-aminosav-észter szarmazékok keriinek
oszlopra. Az (1) pontban ismertetettek szerint az észter valamely optikailag aktiv
alkohollal képzett terméket jelent (pl. 2-butil-, 2-oktil-észtert), mig a (2) ponthoz
torténé szarmazékképzéshez egyszeri alkoholok (pl. metil-, n-butil- vagy
i-propilalkohol) hasznalhatok.

Alifas aminosavak (alanin, leucin, valin) optikai izomereit j6 hatasfokkal
valasztottuk el (3. tablazat és 2. abra) szimmetrikus oszlopon, L-mentil-észterek
formajaban. Aminosavra szamitva 50-szeres feleslegben 1.5 6éran keresztul
melegitettink 120 °C-on L-mentolt, szaraz sésav-gaz atmoszféraban. A rendszert
110 °C-ra hiitve, 20 Hgmm-en tavolitottuk el a visszamaradt mentolt, majd
szobahdmérsékleten, a kiinduldsi aminosav mennyiségre szamitva, 20-szoros
feleslegben  adtunk trifluorecetsavanhidridet az  aminosav-L-mentilészter
szarmazékhoz. Az acetilez6dés . néhany perc alatt végbement. Az elvalasztas
gazkromatografias paraméterei a 2. abran lathatéak.

3. tablazat
N-trifluoroacetil-DL-aminosav-L-mentil-észterek enantiomerjeinek elvalasztasa

Aminosav Retencios id6 (perc) ruo
. D 3.78 0.884
Alanin L 334
. D 3.74 0.882
Leucin L 3.30
. D 2.78 0.885
Valin L 2.46
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1 nmol aminosav még izomereire valaszthaté ezzel a technikaval.

2. abra

N-trifluoracetil-DL-alanin-L-
mentilészter gazkromatogramja

| Oszlophossz: 160 cm

Hordoz6: GasChrom P, 100-120 mesh
Megoszté fazis: 15% EGSSX
Oszlop-hémérséklet: 180 °C
N2-vivégaz-nyomas: 1 atm

Detektor: Hap-langionizaciés detektor

1 Gazkromatograf: JEOL 20K

S,
-
O
-
=k
[\
-
o
QO

Megjegyzendd, hogy a leirt rendszerben a kilénb6z6é aminosavak
izomerei meglehetésen atfedik egymast, ezért valamely aminosav elegyet
analizalva, az optikai izomer arany meghatarozasa elétt az aminosavakat el kell
valasztani egymastol.

Optikailag aktiv téltetek alkalmazasa az el6z6ekhez képest sok elényt
jelent. llyen megosztéfazisok pl. az N-trifluoracetil-L-dipeptid-észterek, vagy az
optikailag aktiv diamidok. Az utdbbiak kilénésen j6 hatasfokkal hasznalhatok {22}.
N-trifluoracetil-aminosav-metil- vagy i-propil-észterek vizsgalhatok ezeken az
oszlopokon. Az egyes aminosavak és izomereik is elvalnak révid (2-4 m) téltelékes
kolonnakon. Hasonlé elvalasztasokat végeztink N-lauril-L-valil-t-butilamid (késébb
LVBA) megosztd fazissal. Az L-aminosav-LVBA-komplex energetikailag stabilabb
lévén: ryp > 1 {23}, ahogy az a 3. abran is lathaté.

A munkat JEOL 20K gazkromatograffal végeztik (oszlop
hémérséklet = 110 °C,  H; langionizacios detektor, 10% LVBA  megosztofazis
100/120 mesh Chromosorb WAW hordozon, Gvegkolonna ID = 3 mm, N, vivégaz).
Az aminosavakat metil-, vagy izopropil-észter formaban vizsgaltuk. Mint a
4. tablazatbol lathato, izopropil-észter hasznalata javitja az izomer elvalasztas

josagat.
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D-aminosavszarmazék-LVBA-komplex L-aminosavszarmazék-LVBA-komplex

3. abra
Az N-lauril-L-valil-t-butilamid (LVBA) és a kialakulé komplex szerkezete: LVBA
- N-trifluoroacetil-aminosav-izopropilészter

Az O-észter eléallitasa szaraz HCI gazzal telitett metanollal, vagy izo-propilalkohollal
tortént. Az ebben felvett aminosav-mintat (1-5 mg/3 ml) 100 °C-on tartottuk 2 érat N,
vagy argon atmoszféraban. Ezutan az oldészert beparlassal eltavolitva a mintahoz
feleslegben (200 pl) adtunk trifluorecetsav-anhidridet (TFA). Az acetilez6dés
szobahémérsékleten néhany percen belll végbement. N, arammal tavolitottuk el a
TFA feleslegét. A mintakat éterben vagy diklormetanban oldva kromatografaltuk

(1 ng N-TFA-aminosav-észter / pl, 4. abra).
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4. tablazat
Alifas aminosav optikai izomerek gazkromatografiaja

N-lauril-L-valil-t-butilamid megoszté fazison

Aminosav lzomer tr (perc) + SE rupt SE
D 13.8(1) 1.163(3)
Alanin-iP
L 16.1(2)
D 21.4(1) 1.126(2)
Valin-iP
L 24.1(1)
Glicin-iP 29.2(2)
D 37.0 1.172
Leucin-Me
L 434
D 37.6 1.064
Serin-Me
L 40.0
D 52.7 1.217
Leucin-iP
L 64.1
D 61.2 1.181
nor-Leucin-iP
L 71.3

Réviditések, jelmagyarazat:

iP - izopropil-észter, Me - metil-észter

tr - retenciés id6 (korrigalt), rup = tr(L)/tr(D), SE - standard hiba

Az "Aminosav" N-TFA-aminosav-metil-, vagy izopropil-észtert jelent.
A gazkromatografias paramétereket Id. a szévegben.

Alkalmas (elektronbefogasi, vagy mas néven ECD) detektorral
nanogramm alatti aminosav mennyiségek is vizsgalhatok. Itt emlitem meg, hogy
hasonlé (diamid) tipust gazkromatografias megoszt6 fazist hasznaltak az amerikai
Viking-programban. Mivel az élet egyik alapvetd jellemzlje az optikai tisztasag, a
marsi élet fontos bizonyitéka lett volna, ha aszimmetriat taldlnak az egyébként
kimutathaté aminosavak optikai aktivitasat illetéen. A Kisérleti rendszer j6l miik6dét,
de az eredmények negativak, azaz nem talaltak eredd optikai aktivitast.
Meteoritokban talalhaté aminosavak Féldon kivilli eredete lehetséges, de bizonyitani
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nehéz a valészinli kontaminacié miatt. 1996-ban McKay és munkatarsai [Science
273(1996)924] marsi élet nyomait gondoltak bizonyitottnak az ALH84001 jelli
mintaban. Ovatosabb kisérletekkel, HPLC technikaval, 1998-ban ugyanezen minta

aminosavainak foldi eredetét valdszinlsitik tjabban {24}

4. abra

N-TFA-aminosav-izopropil-észterek
gazkromatografiaja N-lauril-L-valil-
t-butilamid fazison.

Gazkromatograf: JEOL 20K
Oszlop hémérséklet = 110 °C
Detektor: Hz langionizacios
Megosztéfazis: 10% LVBA

Hordozé: Chromosorb WAW (100/120) U U U
Uvegkolonna, 2 m, ID =3 mm
Vivégaz: N,

(Egyéb: a szévegben)
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KORMEGHATAROZAS AMINOSAV RACEMIZACIOS
ADATOK ALAPJAN

Az él6 biologiai rendszerek jellemzéen optikailag tisztak, L-aminosavakat
és D-cukrokat tartalmaznak. Mivel az optikailag tiszta anyagokkal szemben a
racémek termodinamikailag stabilabbak, az él6k szamara az optikai tisztasag
fenntartasa energiaigényes folyamat. Ha az él6 elpusztul, megkezdédik az entrépia
névekedés, az optikailag aktiv anyagok racemizalédasa, ami az egyensulyi
allandéval jellemezhetd aranynal jut dinamikus egyensulyba.

Aminosav racemizaciés adatok alkalmasak lehetnek paleontolégiai,
paleoantropolégiai leletek kormeghatarozasara az atlagos paleotemperatira ismere-
tében, illetéleg ha mas moddszer szolgaltatia a kort, becsilhetdé az atlagos
paleotemperatira {25}. Modernebb alkalmazas, amikor igazsagligyi orvostan
tertiletén hasznaljak a racemizaciés adatokat {26}.

Egyszerii metodikarél van sz6, amelynek alapjai az alabbiakban
foglalhatok 6ssze {részletesebben: Cram D, Fundamentals of Carbanoid Chemistry,

.....

tanulmanyozhatdk proton-deutérium csere alapjan:

| |
Lo L B = e e B R D

Az elébbiek szerinti izotopcsere sebességi allanddja k., illetve a racemizacié
sebességi allanddja k.

A ke/k, arany alapjan a reakciok négy csoportjat kilénboztethetjik meg:

ke/k, arany 100%
0 retencio
§ e inverzio
. racemizacio
0 izoracemizacio

Ha a csere teljes retencioval jelentkezik, az eredeti konfiguracié marad.

Ha a csere komplett racemizaciot eredményez, akkor minden karbanion eldlrél és
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hatulrél azonos valoszinlséggel kéthet protont. Ha a csere teljes inverziéval térténik,

minden karbanion a hatoldalon fog protont és invertalt konfiguraciét produkal. Mivel

a termék optikailag aktiv, de a kiindulasi anyag optikai aktivitasaval ellentett elgjeld,

abszolut értékben azonos forgatast mutat, a csere a racemizaciéra kaphaté érték

felét adhatja, igy ke/k, 0.5-hez tart. Ha a racemizacié csere nélkil jelentkezik
izoracemizaciorél beszélunk. Ez utdbbi két uton valésulhat meg:

1. Intramolekularis protontranszferrel, amikor megfeleléen erés kilsé proton donor
jelenlétében egy aszimmetrikus karbonsav szemkézti oldalardél a hatoldalara
bazis altal hidrogén vihetd at.

2. Intermolekularis protontranszferrel (amely jobban rokon a k&ézénséges
racemizaciés folyamattal), amikor az eredetileg a karbonsavval asszocialt
hidrogén reasszocialodik a karbanionokkal és racém anyagot formal izotopcsere
nélkul.

Aminosavak esetén a karbanionok racemizaciés reakcioban vesznek

részt. Az alanin példajat lathatjuk a 5. abran.

e Q
-00C a 3 coo-
HN 00C  *NH, N'H,
Hie— s
HJC = CH3 — CH3
L-alanin Planaris karbanion D-alanin

5. abra
Optikailag aktiv alanin racemizaciéjanak mechanizmusa

6 neutralis aminosav (ala, a-aminovajsav [avs], val, leu, phe, phe-gly) N-
benzoilezett anilid-szarmazékanak baziskatalizalt racemizaciojat vizsgalva a
sebességi allandék 6sszehasonlitasa eredményeképpen a tesztelt aminosavak
racemizaciora valé hajlama kifejezheté az a-szénatomon lévé alkil, aralkil vagy aril

oldallanc elektronegativitasanak viszonyaban az o-proton savassagaval.

A racemizaciora valé hajlam:
MOLEKULA | VAL | <AVS | <LEU | <ALA < PHE < PHE-GLY

R-csop. i-propil | <etil | <i-butil | < metil | < fenil-CH2 < fenil
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— L..Do _ 2.303; Do K apa 1
Ha K =iing’ == lgp,, akkor logKah abrazolasa

aminosavanként a Taft-féle szubsztituens polaritasi allandéval szemben (o”) linearis
osszefiiggést ad [Chem. Pharm. Bull. 18(9)(1970) 1794-1798]. Do = forgatas at =0
idépontban, mig D; = a minta forgatasa t idépontban.

A 22X 0" = ng—Kl- dsszefliggésnek megfeleléen az
a-szubsztituens (R) elektronegativitadsaval kapcsolt racemizaciés hajlam kifejézhetc’i,

kivéve, ha az a-szubsztituens sztérikus hatasd. Ez utdbbit jelzi a valin (R = i-propil)

val

K
esetében a lg %, €sa a:a , altal definialt pont eltérése a fenti egyenestél. Fontos

ale

kiemelni, hogy az R-szubsztituens az a-szénatomon, illetve bizonyos sztérikus
gatlasok befolyasoljak a racemizaciés paramétereket. Ezzel szemben egyes szerzék
(pl. Bada JL) minden aminosavra azonos aktivalasi energiat feltételeznek
racemizacios reakciékban (ld. késébb).

Tehat az aminosav racemizacié interkonverziéval térténik gy, hogy az
optikailag tiszta aminosavak a-protonjainak leadasaval keletkezé planaris
karbanionok proton felvétele L- és D-aminosavakat is szolgaltathat,

ki
L-aminosav = D-aminosav.
kp
Egy aszimmetria centrumot tartalmazé aminosavaknal k; = kp = elsérendli

sebességi alland6. Bada szerint {27} a peptid kbtésben részt vevd aminosavak
racemizaciéjanak sebességi allandéi nem térnek el szamottevéen a szabad
aminosavak azonos értékeitdl. '

Recens és fosszilis csontok kollagénjeinek aminosav dsszetételét
vizsgalva (6. abra) azt talaljuk, hogy minden aminosav - néhany szazalékos
ingadozassal - azonosan degradalédik {28}.

Nem tériink ki a kollagén preparalas, hidrolizis és aminosav elvalasztas
lehetséges korulményeire. Az optikai izomer arany meghatarozasara jol
hasznalhatéak a gazkromatografids modszerek, amelyeket mar ismertettink az

elézo fejezetben.
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A varhat6 kornak megfeleléen kell kivalasztani az optikai aktivitas szempontjabdl

analizaland6 aminosavat, vagy aminosavakat (7. abra).
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7. abra
L-aminosavak optikai tisztasaganak alakulasa 25 °C-on,
az id6 fliggvényében

Adott aminosavra vonatkozé optikai izomer arany a kévetkezéképpen

fugg a reakcidsebességi allandotél és az id6tdl (5. tablazat):

5. tablazat
Aminosav racemizacios adatok
Aminosav k% (év™) In (A) E. (kcal/mol)
Aszparaginsav 9.795 * 107 43.4481
Alanin 2.857 * 10~ 422159 412
Izoleucin 7.056 * 10° 40.8175

k = elsérend(i sebességi allando (25 °C), A = akcidkonstans, E, = aktivalasi energia
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1+2

In — konstans = 1+ K' X k X t, ahol

1-K'x %
D __ . .
7 = enantiomer arany,
k = sebességi allando,
t =ido,

K
L

K = —1;, ahol Kp az egyensulyi allandé. (Egy aszimmetriacentrumos
= L

molekulakra értéke 1. Az L-izoleucin racemizaciéja D-alloizoleucint produkal,
Kb = 1.38).
L
25 °C-tol valb eltérés esetén vagy éppen paleotemperatura

meghatarozas esetén a szamolast az Arrhenius-6sszefiiggés alapjan végezhetjik:

Ink = InA — == ahol

RxT?

k = sebességi alland6

A = akci6konstans

E, = aktivalasi energia

R = egyetemes gazallandé
T = absz. h6mérséklet

Megjegyzendd, hogy rézionok jelenléte k értékét nagymértékben
befolyasolhatja (névelheti).

Bada szerint az aminosav racemizacié alapjan meghatarozott korok
+ 15%-on belul egyeznek a mintak C' tartalmanak mérésével nyert értékekkel.

J. L. Badatél eltéréen, mas szerzék szerint bizonyos aminosavak
esetében 1-3 Kcal/mdl kilénbség van a racemizacié aktivalasi energidjaban. Ha ez
igaz, akkor eltérd aktivalasi energiaju aminosavakat vizsgalva ugyanazon mintaban
kijelélhetiink egy intervallumot (kor és hémérséklet koordinata rendszerben),
amelyen belul kell lennie a mintat jellemzd kornak, illetve atlagos hémérsékletnek:

In(t) =In %’,:oﬂ +,1,?, a= ————[i]; [z] .

Ennek alkalmazasa irodalmi adatokra [Bada JL, Nature 245(1973)310] nem hozott
hasznalhaté eredményeket. Sajat vizsgalatokat a JATE Antropolégiai Tanszékéré!
kapott tarpai és zsdkai temetdkbdl szarmazé fosszilis és recens emberi
csontanyagon végeztiink. Az elébbi formula itt sem mikédétt, ami miatt valoszin(ibb,
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hogy nincs szamottevdé kildnbség a kilénbdzd (csontokban fosszilizalédo)
aminosavak racemizacidja aktivalasi energidjaban. Biolégiai objektumban
.megoéregedett”, onnan frissen, illetve ellendrzétt koriilmények kézott kitermelt és
tarolt mintakkal (fog, szemlencse, stb.) altalaban nincs probléma a feldolgozassal
(természetesen fog esetén j6 zomanc minta kell, mert dentin jelenléte meghamisitja,
fiatalabbra maszkirozza az eredményt). Fosszilis csontok analizisének a kérnyezeti
tényezok alapos elemzését is magaban kell foglalnia, mert pl. bizonyos
agyagasvanyok (Na-montmorillit) jelenléte stabilizalé-fiatalité hatasa, mig a réz
jelenléte racemizacié-gyorsit6, tehat a becsiit kor szempontjabél éregité hatasu.
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AMINOSAVAK NEM-VELETLEN ELOSZLASA
TERMALIS PEPTIDEKBEN

A modellkisérletekben egyszerii molekulakbdl (pl. CH4, NH3, H20, H.S,
HCHO, HCN, stb.) gyakorlatilag azok a molekulak keletkeznek, amelyek jérészt
élében is eléfordulnak, és amelyeknek szama jéval kisebb, mint a kiindulasi
anyagokbo! levezethetd vegylletek szama. Mindez gyakorlatilag fluggetlen az
alkalmazott energiafajtatol.

A kémiai evollcié a kismolekulak egymashoz valé kapcsolédasi hajlama,
a keletkez6 termékek termodinamikai stabilitasa, a kérnyezeti tényezdk ismeretében
elméletileg leirhaté. Amennyiben feltételezziik, hogy a kapcsoldédas iranyitott jellege
makromolekuldkra is altalanosithatd, nem érdektelen ezzel kapcsolatban is
kisérleteket végezni.

Fox és munkatarsai talaltak nem-véletlen hatasokra utald adatokat
termalis peptidekben {29, 30, 31}. Ezen peptidek preparalasa Ggy tértént, hogy 2:2:1
vagy 1:1:1 aranyban kevertek aszparaginsavat, glutaminsavat és 16 egyéb
aminosav ekvimolekularis keverékét, majd ezt néhany éran keresztil magas hé-
mérsékleten tartottak (160-190 °C). A kihilt olvadék vizes oldatat néhany napig
dializaltak, tisztitas céljabél. llyen tipusu termalis peptidekre kapott adatokat, a
gorbeillesztéseket a legkisebb négyzetek moédszerével végezve, abrazoltunk a
8. abran. A levonhaté kévetkeztetések:

a.) A polimerek atlagos molekulastlyanak hémérsékleti fuggvénye 170 °C koriili
hémérsékleten minimumon megy at.

b.) Emelkedé hémérséklettel né a peptidbe épllé glutaminsav mennyisége az
aszparaginsav rovasara. Egyéb aminosavak névekvd beépilési aranya csak
190 °C korill szamottevé mértékii és ez a névekedés is az aszparaginsav
ellenében mutatkozik.

c.) Az aszparaginsav ardnya N-terminalis helyzetben nem valtozik szamottevéen a
homérséklettel. Novekvé hémérséklet a glutaminsav aranyat néveli ebben a

poziciéban, az egyéb aminosavakkal szemben.
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8. abra
a.) Molekulasuly atlagok a hémérséklet figgvényében
b.) Aminosav 6sszetétel az 6sszes peptidmennyiségre vonatkoztatva
c.) Az N-terminalis aminosavak megoszlasa
e Jelmagyarazat a b.) gérbéken
e ASP = aszparaginsav, GLU = glutaminsav, Egyéb = egyéb aminosav

2:2:1=GLU:ASP:Egyéb  ---—--- 1:1:1=GLU:ASP: Egyéb

Szekvenciavizsgalat alapvetd feltétele (altalaban) a peptid vagy fehérje
homogenitasa, hogy a vizsgalt anyagban minden molekula azonos sorrendben
tartalmazza az aminosavakat. Természetesen ez nem teljestl a termalis peptidekre,
amelyek mint izomerek bonyolult keveréke jonnek Ilétre, azonban specialis
esetekben a belsd strukturardl mégis szerezhetd korlatozott, részleges informacio.

A tripszin a lizin vagy arginin menti peptid kotéseket hasitja.
Modellrendszeriinkben erre épitve polimerizaltattunk két aminosavat, glutaminsavat
és lizint, 1:1 aranyban, 170 °C-on 3 éran keresztul, N, atmoszféraban. 2g polimert 5
ml vizben oldottunk, majd a tisztitast Sephadex G-10-es oszlopon végeztik, ami
utan az anyagot liofilizaltuk. A molekulasuly meghatarozas Sephadex G-50 oszlopon
tortént inzulin és lizozim standardra vonatkozéan (pH = 8.33). Harom fliggetlen

kisérletbdl 9640 + 120 molekulasuly atlagot hataroztunk meg. Az eloszlasi goérbe a

9. abran lathato.
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9. abra
Az aminosav tagszam eloszlasa lizin : glutaminsav =1 : 1 aranyu termalis
peptidben, Sephadex G-50-en térténé molekulasuly meghatarozas alapjan.

° Polimerizacio: 170 °C, 3 6ra, N, atmoszféra
° N = aminosav-tagszam, Y = a maximumra normalt eléfordulas.

A polimerbe épult aminosav aranyt sésavas hidrolizissel, majd ezt
kovetben ioncseréld réteg kromatografiaval, Fixion 50 x 8 rétegen a hibahataron
belul 1:1-nek hataroztuk meg. A tripszines hidrolizis soran 10 mg peptidet oldottunk
1 ml 0.1 M ammoéniumhidrokarbonat oldatban, majd ehhez 0.5 mg tripszint adva 3
oran keresztil inkubaltuk az elegyet 37 °C-on. Ezutan ujabb 0.5 mg tripszint adtunk
a rendszerhez és tovabbi 1 6ran at tartottuk az oldatot 37 °C-on. Ezt kdvetden triklor-
ecetsavval csaptuk ki a tripszint, majd szlrtik az oldatot. A hasitasi termékeket

Fixion 50 x 8 ioncserélé rétegen valasztottuk el (6. tablazat).

6. tablazat
Az ioncserés rétegkromatografiahoz hasznalt oldatok
Ekvilibralé oldat Elualé oldat
14.1 g citromsav 14.1 g citromsav
8.0 g NaOH 8.0 g NaOH
12.3 ml HCI (d = 1.19) 8.4 mlHCI (d = 1.19)
vizzel feltdltve 1000 ml-re 35.0 g NaCl
vizzel feltéltve 1000 ml-re
PH=4.25 cnat = 0.8 N

A futtatas 15-18 cm magassagig tortént, szobahémérsékleten. Az eléhivast

ninhidrinnel végeztik (105 °C, 10 perc).
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A kapott foltok azonositasa a kdvetkezé megfontolasok alapjan tértént (10. abra):

1.) Szabad glutaminsavra és lizinre ioncserés hatasok érvényesiinek (Rfg, = 0.66,
Rfiys = 0.32).

2.) A glu-lys dipeptidre az Rf-érték 0.49 korul varhatd ( (Rfgy + Rfiys)/2 ).

3.) A tripszin specificitasanak megfeleléen a hasitasi peptidek olyan homolégok,
amelyek glullys (i = 0, 1, 2, 3, ...) formulaval irhatdk le. Ennek megfeleléen a
molekulasuly - Rf 6sszefiiggésnek exponencialisnak kell lenni. A 3. abra szerint
a mért Rf értékekre és valészini molekulasulyokra, 0.998 korrelacios
egyutthatoval, teljesil ez a feltétel (100 Rf = 93.528 exp -0.67221).

100Rf

50 1

45 1

4 E

10. abra .

e

Triptikus hasitasi termékek 30
elvalasztasa Fixion 50 x 8

ioncseréld rétegen. 25 1t

ey 280
A vizszintes tengelyen a
megfeleltetett komponensek 15 1
molekulasulyai szerepelnek.

e -

GL
$ + + ey
2753 4044 5335 6626 Ms

G : glutaminsav
L :lizin

Mivel a Fixion 50 x 8 rétegekben nagymértékben térhalositott
kationcserél6t hasznalnak, nem alkalmas 5-6-nal nagyobb tagszama peptidek
elvalasztasara. Fixion 50 x 2 rétegen igazoltuk, hogy termalis peptidek tripszines
hidrolizatuma nem tartalmaz kimutathaté mennyiségben 5-nél nagyobb tagszama
hasitasi terméket.

Ha teljesen véletlenszerlien allnak 6ssze a monomerek a polimer
képzéskor, akkor a kovetkezd eloszlast kellene kapni tripszines hidrolizis utan

(G = glutaminsav, L= lizin, ri= (i+1) hosszusagu polimerek részaranya, i= 1, 2, 3, ...):

p{L} =0.5

T

(o0) o)
5 Ve i o1s N i 2% kY i
PEa) = 2"—‘(i+1)+2‘ Z N+1 p{G'L} = i > Ty (1 - N“)
N=i+1 N=it1
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7. tablazat

Triptikus hasitasi termékek statisztikaja

Peptid Téﬂg:;lny t6mTeagl:lrtémy
L 0.257 0.255
GL 0.255 0.482
GL 0.189 0.184
GL 0.124 0.060
GL 0.076 0.020
G 0.004 “--

Mivel a kiindulasi anyagokat ellentétes jellemiinek valasztottuk
(glutaminsav: monoamino-dikarbonsav, lizin: diamino-monokarbonsav), egymashoz
valé nagymértéki affinitasuk értelmezhetd. Ennek megfeleléen kaphatd a tripszines
hasitasi termékek kozott csaknem 50 % glu-lys dipeptid. Az elméleti és a
gyakorlatban talalt témegaranyokat a 7. tablazatban 6sszegeztiik.

Ez a modszer bonyolultabb, 3 esetleg 4 komponensli rendszerek
analizisére is alkalmas, illetve mas enzimek felhasznalasaval még szélesebb kérben
is hasznalhaté. Hasonlé kisérletek alapjan evoluciés szempontbél informaciékat
kaphatunk az aminosav-aminosav (kdzvetlen) kapcsolédasok iranyitott jellegére

vonatkozéan.
Racém aminosavak antipddjainak aszimmetrikus adszorpcidjat figyelték

meg vizmentes szerves oldészerbél (piridin) optikailag aktiv kvarcot, mint ab-
szorbenst alkalmazva {32}. Ugyanezek a kisérletek vizes oldatbél negativ
eredményt hoztak, tehat a D- és L-izomerek azonos aranyban adszorbealédtak.
Bizonyos agyagasvanyok (Na-montmorillonit) optikailag aktivak Iévén elvileg szintén
kialakult. Azonban az ezeken végzett szintézisek nem mutattak sztereoszelektivitast
aminosavakat illetéen {33}. S6t a Na-montmorillonit racemizaciét gyorsité hatasat is
leitak {34}. Meg kell emliteni, hogy Akiyama kisérletei szerint vizmentes
koérulmények kozétt az L-izoleucin stabilizalédik Na-montmorillonitra adszorbealtatva.
A csokkent racemizacios sebességi allandé miatt (1072 h™', 20 °C) Iehetéséget lat
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arra, hogy prekambriumi kézetekben(bél) kimutathatd, optikai aktivitast jelzé
racemizacios aranyok prekambriumi eredetliek, tehat nem szennyezédések okoztak.
Egyébként 2 milliard éven tal mar csak egyenstlyba jutott rendszereket talalhatnank.
10 fuggetlen cikk alapjan {35}, tébb mint 16800 (amerikai, eur6pai, azsiai
eredet() kvarc egykristalyt véletlenszeriien véve 1%-al gyakoribbnak talaltak a balos
kvarc kristalyokat. Tény, hogy ez az eredmény nem all ki szigoru statisztikai probat,
eszerint a differencia nem szignifikans, de feltétlentil megemlitend6: minden cikkben
(kulén-kulén) balos kristalyokat irtak le tébbségben. Eszerint alacsonyabb értékii
ellenérzés (pl. el6jel-teszt) alapjan a kulénbség nem véletlen eredetli. Az eddig
végzett kisérletek tanisaga szerint az optikailag aktiv asvanyi templatok (legalabbis
aminosavakat illetéen), mint evolliciés aszimmetriaforrdsok nem j6hettek
szamitasba, mivel ezek a folyamatok vizes kézegben folytak.
| Ha elfogadjuk a Fox-féle termalis peptidek evollcios létjogosultsagat
{36}, akkor ebben a rendszerben (keletkezéskor magas hémérséklet, vizmentes
kornyezet) nem kizart az optikailag aktiv asvanyok aszimmetria okoz6 szerepe.
Glicint és DL-lizint polimerizaltattunk balos és jobbos kvarc feliletén, illetve
kontrollképpen kvarc nélkill. Kérulmények: D- és L-lizin HCI (Fluka, Chr) 3-3 g-jat
oldottuk 8 mi vizben, majd kb. 50 %-at kikristalyositottuk. Tovabbiakban a levalt DL-
lizin 75 mg-jat kevertik 25 mg glicinnel és 100 mg optikailag aktiv kvarcporral, illetve
a kontroll kisérletben ez utébbi nélkil. A mintakat N> atmoszféraban ampullaztuk és
5 oran keresztiil hokezeltitk 190 °C-on. A gyantaszer{i anyagok vizben valé oldasa
utan szlrés, majd Sephadex G-10-en gélszirés kévetkezett, ahol a fronttal érkez6
nagy molekuldja polimereket gydjtéttuk. A mintakat UV-abszorpcié és cirkularis
dikroizmus alapjan-kivantuk jellemezni. Az abszorpci6 ellenérzés UNICAM SP 1800
spektrofotométeren, a CD mérés JASCO gyartmanya J-40c tipusG cirkularis
dikroizmus spektrométeren toértént (érzékenység 0.5 m°/cm, rés szélesség 2 nm,
idoallandé 16 sec). A CD mérésben a jel/zaj viszony optimalizalasa céljabdl agy
higitottuk a mintakat, hogy az abszorpciés spektrum alapjan kivalasztott 222 nm-es
hullamhosszon, 1 mm-es kiivettaban 0.8 kéruli legyen az abszorpcié. Azért, hogy a
koncentracié abszolut ismeretére ne legyen szilkkség a generalddott optikai aktivitast
a Kuhn-féle anizotrépia faktorral [g] szerettik volna megadni (g = Ac/e, ahol At a

cirkularisan polaros fényre vonatkoztatott abszorpcié differencia Ae = gpa) - €jobn, Mig €

a polarizalatlan abszorpciét jelzi. Az adott kisérleti kbriiimények k6zétt g 2 7.5 x 10'?_ _

’ .
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lehetett voina jol mémi. A kontroll mintak 2(1) x 107, az optikailag tiszta kvarcon
kristalyositott mintak 7(17) x 107 illetve 3(14) x 10 értéket adtak az anizotrépia
faktorra. Tehat ebben az irodalmilag elfogadott evolliciés modellrendszerben nem
lehet kimutatni optikailag aktiv kvarcok aszimmetria okoz6 szerepét.

A méréstechnika néhany részlete
Anizotropia faktor

Az anizotropia faktor szamitasanal a hanyados képzés miatt kilénésen fontos, hogy
az alapadatok meghatarozasanal a hullamhosszak helyesek legyenek.
Legcélszeriibb, ha az optikai rendszer, a fényforras, monokromator és detektor
azonos. A Jasco 40c cirkularis dikroizmus spektrométerre megoldottuk, hogy a
CD-mérésekor az abszorpci6 adatokat is elballitsuk a mintardl. A
fotoelektronsokszoroz6 kimendjelét allandé szinten tartja az automatika, olymédon,
hogy a detektorra érkezé csdkkend fényintenzitas esetén néveli, névekvé intenzitas
esetén csokkenti a fotoelektronsokszoroz6 tapfesziltségét, illetve allitia a rést. A
résszabalyozast ki kell kapcsolni és ekkor a fotoelektronsokszorozé tapfesziiltség
értékét kovetve (természetesen referencia mintahoz viszonyitva, mint egysugaras
fotométerben), a CD-méréssel azonos optikai rendszerben, tehat a hullAmhossz
azonossag biztositasaval,.a minta optikai abszorpciéja (OD) meghatarozhaté, az

OD = A + B x log(PHMT) + C x log(PHMT) ? egyenlet alapjan.

Szabadalmaztatott megoldas linearis dikroizmus (LD) mérésére {37}

Eredeti megoldassal alkalmassa tettitk a Jasco 40c, eredetileg csak CD
spektrométert LD mérésére is. A linearis dikroizmus spektrometria Iényege, hogy
valamely minta orientalt kromoférjanak sikban polarizait fényre vonatkoztatott
abszorpcio6 differenciajat mérik a hullamhossz fiiggvényében:

LD =€ — €, ahol € = dekadikus extinkciés koefficiens [M ' x em™Y.

Barmely orientalt anyag esetében (kdbds szimmetria kivételével) LD jelentkezik,

definialt iranyokban maximumot mutat. Ezek az iranyok megfelelnek az atmeneti
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elektromos momentum iranyanak. Ha a molekulaorientacié ismert, mint pl. egy
ismert szerkezet(i egykristalyban, akkor meghatarozhaték az atmeneti momentum
iranyok a molekularis tengelyrendszer vonatkozasaban. Masrészrél, ha az atmeneti
momentum iranyok ismertek mar, akkor az LD mérés az ismeretlen szerkezeti
anyagon informaciét adhat a molekulaorientaciorél. Az LD-spektrometria bioldgiai
mintadk kromoforjainak orientaci6 meghatarozasaval nagymeértékben segitheti
dsszetettebb  bioldgiai  struktirak leirasat. Membranok, membranmodellek
kromoforjainak orientacid vizsgalatara kulénésen jol hasznalhatd lehetéség az LD
spektrometria, mivel a mérésre az alap membranstruktira megvaltoztatasa nélkdil,
nagyon alacsony kromofér-koncentracional sor kertlhet {38}. Ez azonban nem
kivitelezheté derékszogl optikaval. A membran célszerlien w szdget zar be a
méréfény haladasi iranyaval (11. abra).
11. abra

Ekkor:

LD(w):g—x 3><cosz®—1 ><cos2w><n‘2>< = *X e, + LD,

ahol © a /7 atmeneti momentum és z optikai tengely altal bezart széget jelzi, L D,
a polarizalt reflexié hozzajarulasa, n = refrakcios index, €, = random abszorpci6.

A gyarilag jelenlévdé, nem modositott faziscsatolt erésitdbnek és
jelfeldolgoz6 rendszernek készonhetéen az érzékenység akkora lehet, hogy pl. egy
bimolekularis lipidrétegben 1%-ban jelenlévd karotin orientacidja is kimérheté. Az
alabbi abran 6sszefoglalt lehetéség alkalmazhaté elektrooptikai modulatorral ellatott
Uj CD készulékekben, de beépithetd a mar mikodokbe is, utdlag. Egy teljes

Nobel-munkaértekezletet {39} szantak a nagyérzekenysegli LD-mérés
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problematikajanak, ami elsésorban abbdl adédott, hogy CD készilékben elballé
balra és jobbra cirkularisan polaros fényt fix A/4 fazistold eszkdzokkel prébaltak
linearisan polarossa tenni és ez bonyolult korrekcidkra kényszeritette a
felhasznalokat {40} a fix fazistol6 meghatarozta Ai-értéktdl eltéré barmely
hullamhossznal. Az itt leit megoldas automatikus és megoldja a hivatkozott
munkailés elektrooptikai modulatorral ellatott CD készilékek LD mérésre
alkalmassa tételére vonatkozd problémait (12. abra). A prototipust egy japan
gyartmanyu Jasco 40c CD-spektrométerbe épitettik és teszteltik, de Varian (USA),

Jouan (Francia) és mas (kisérleti) hasonlé készilékekben is megvalésithato.

‘1‘ 12

1 2 3 4a 4b 5a 5 5b 6 i
1 ll !( W 1 Y ] L
Q [} ]
-— 3
10
-—9
12. abra

Szabadalmazott megoldas elektrooptikai modulatorral ellatott cirkularis
spektrométerek automatikus linearis dikroizmus mérésre alkalmassa tételére

Jelmagyarazat: 1 — Xenon-lampa, 2 — monokromator, 3 — linearis polarizator, 4 — els¢ elektrooptikai
modulator (a és b vezérléelektrodokkal), 5 — masodik elektrooptikai modulator (a2 és b
vezérldelektrodokkal), 6 — minta, 7 — fotoelektronsokszorozo, 8 — faziscsatolt erésité, 9 — rekorder,
10 — teljes hullamu egyeniranyité nagyfeszultségl diddakkal (pl. BAY 26)

Xenon lampa fényét monokromatoron atvezetve prizma allit el6 linearisan
polaros fényt, majd elektrooptikai modulatoron, vagy mas néven Pockel cellan
(KH,PO4/KD,PO4 egykristalyok, megfelel6 fellleteken elektrodokkal) halad at a fény.
Az elektrédokon a hullamhossz fliggvényében alkalmaznak valtakozo fesziltséget
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olyan amplitidéval, hogy éppen A/4 faziskésés allion el6. Ez a CD-méréshez
szilkséges balra és jobbra cirkularisan polaros fényt biztositia (elsé cella).
Normalisan (CD-mérés) a nyalab athalad a mintan, és faziscsatolt er6sité dolgozza
fel a cirpol-komponensekre kaphaté abszorpcié kilénbséget (CD). Ha egy masodik
Pockel-cellat helyeziink a fényutba, aminek a vezérlését az eredeti cella AC-
feszlltségének teljes hullami egyeniranyitasa (4 x BAY 26) utan nyert luktetd
egyenarammal oldjuk meg, akkor vertikdlisan és horizontalisan linearisan polaros
fényre vonatkoztatott abszorpciékilonbséget (LD) detektalhat az egyébként
valtozatlan rendszer, alkalmas mintabél. Fesziiltségmentes allapotban a masodik
cella a CD-mérést nem zavarja. Az LD-mérés érzékenysége elérheti a 10° OD
kulonbséget és teliesen automatikus.
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AMINOSAVSORRENDBOL LEVEZETHETO NEM-VELETLEN
TENDENDENCIAK NEHANY FEHERJEBEN

Mai fehérjék szerkezetében keresiink szabalyszerliségeket. Aminosav-
parok eloszlasaval kapcsoltan Hopfinger {41} definialt egy Un. szerkezeti (S) fakfort,
amely mértéke aminosav-parokra vonatkozéan a véletlen alapon varhaté eloszlastol
vald eltérésnek. Adott X aminosavra az X-Y par megtalalasanak valészintisége:

P(Q%Q) = %, ahol

N(X —Y) = atalalt (X — Y) parok szama,

N(X — A;) = az ésszes aminosav-parok szama, amiben X baloldali.
i

Y aminosav megtalalasanak valésziniisége véletlen alapon:

P(Y) = %, ahol

N(Y) = az 6sszes Y aminosav szama a mintaban,
N(A;) = az ésszes aminosav szama.
A hanyados mértéke a véletlen eloszlastél val6 eltérésnek:
seen i
X K(Y)

Erdekesnek tartottuk megvizsgalni, hogy enzimmiikbdésre
specializalodott fehériekben milyen eloszlas adédik, ha nemcsak a koézvetlen
szomszédokat nézzik, hanem tavolabbi parok kézétt is keresiink dsszefiiggést. 10
* enzimet vizsgaltunk meg, amelyek a kdvetkezék voltak:

citokrom ¢ (ember, csimpanz) penillindz (Staphylococcus aureus PC1)
kimotripszinogén A(szarvasmarha) ribunukleaz (szarvasmarha hasnyalmirigy)
gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (sertés) ribunukleaz T,

lizozim (T, fag) tripszinogén (szarvasmarha)

nukleaz (Staphylococcus aureus V8) triptofan-szintetaz, A protein (E. coli)

Az 6sszes aminosav szama 1974-nek adodott, az egyes aminosavak el6fordulasi
aranyat az 13. abran az a-hisztogram mutatja, mig b-td! f-ig azok az abrak lathatéak,

amelyeken az S ﬁ;{l’l eloszlasat tiintetttk fel 4gy, hogy valtozattuk az

aminosavparok kozotti tavolsagot (1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, az abrak folott jelezve).



13. abra
Az S g;_Yl eloszlas, az aminosavparok kozotti tavolsag valtoztatasakor

a: 10 enzim 1974 aminosavanak b: i-(i+1)
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Finkelstein és munkatarsai {42} csoportositasat elfogadva megvizsgaltuk
tobbek kozott azt, hogy milyen aranyban fordulnak elé potencialisan helikalis részek

a szerkezetben. Ez a csoportositas a kdvetkezo:



helikalis aminosavak: ala, glu, his, leu
anti-helikalis aminosavak: asn,cys, gly, pro, ser
neutralis aminosavak: arg, asp, gin, ile, lys, met, phe, thr, trp, val

Azzal a feltétellel, hogy helikalis egy szakasz fehérjén belll, ha minimum

harom kifejezetten helikalisnak mondott aminosav és maximum két neutralis amino-

sav képzi a kérdéses peptidrészletet, a helikalis szakaszok aranya 7.35 %. A

helikalis aminosavak ésszes eléfordulasanak mintegy negyedében allapithaté meg,

hogy valdban helikélis szakaszban talalhaték.

Kovetkeztetések:

* Kdzvetlen szomszédok koziil legnagyobb “affinitasd” parok:
his-phe, trp-trp, trp-gly, arg-trp, his-met, ser-trp, met-phe, gin-cys, arg-gin, his-glu, his-
cys, phe-arg, trp-tyr, leu-met

* Nem fordulnak el6;
val-trp, leu-cys, phe-trp, pro-cys, cys-trp, met-pro, trp-ala, trp-leu, trp-glu, trp-lys, his-
gln, his-arg, leu-tyr, pro-arg, met-cys, trp-phe, trp-his, his-his, phe-phe, ser-his, met-trp,
trp-cys, tyr-phe, phe-pro, phe-met, cys-ile, cys-cys, met-arg, met-his, trp-met, trp-asn,
tyr-trp, tyr-arg, his-gin, his-arg, his-his

Sok esetben sztérikus okokkal magyarazhaté, hogy meglehetésen nagy az elé nem fordulé aminosav-

parok szama, de ez nem altalanosithaté6 minden esetre. Vegyuk alapul az alabbi csoportositast:

Negativan téltott aminosavak (N): asp, glu

Pozitivan toltott aminosavak (P): arg, his, lys

Dip6lus jellegi aminosavak (D): asn, gin, ser, thr
Dip6l-hidroféb jellegii aminosavak (Dh): cys, met, trp, tyr
Rovid lancu alifas aminosavak (a): ala, gly

HosszU lancl alifas aminosavak (A): ile, leu, phe, val

33 esetbdl 24 % keriilt ki az A-Dh ill. Dh-A csoportbdl, 21 % a Dh-Dh csoportbdl,
15 % a Dh-P csoportbdl. A nagy affinitasa parokra nem mutatkozik kiugréd érték az

elébbi csoportositasban. Altalanossagban megfigyelhet6 osszefiiggések, az el6z6

csoportositasnak megfeleléen:

§<0.8 $§>1.2
N-Dh N-a
P-D F-N
P-a P-Dh
D-A P-A
A-a D-Dh
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FEHERJEK SZERKEZETBECSLESE AMINOSAV-SZEKVENCIAK
ALAPJAN (SZABALYSZERUSEGEK SZERKEZETBECSLESRE) {43}

A haromdimenziés (3D), féként rontgensugarzason alapul
szerkezetvizsgalatokkal meghatarozott fehérjeszerkezeteket széles kérben
hasznaljak és elfogadjak a biolégiaban és az atfedd tudomanyterileteken {44}. Az
atomi koordinatdkat nagy adatbankokban lehet megtalaini. Ezeket az adatokat
(foként) fehérjekristalyok elballitasat kovetd rontgenkrisztallografiai médszerekkel
nyerték. Globularis fehériékre vonatkozéan nagyjabdl altaldnosan alkalmazhatd
kristalyositasi metédusok ismertek. Transzmembran fehérjékkel kapcsoltan (ugy
tiinik) alkalmanként egyedi rendszereket kell kidolgozni, igy ezen a teriileten
korlatozottan allnak rendelkezésre 3D-adatok (pl. bakteriorodopszin, fotoszintetikus
reakciocentrum). A kristalyositasi nehézségek jelentik az egyik okot, hogy
szerkezetbecslésre szilkség van. DNS-szekvenalasi munkak gyakran vezetnek oda,
hogy az adatokbdl levezethetd fehérie még nincs izolalva, és/vagy funkcidja nem
meghatarozott. A primer szerkezet alapjan sokszor j6I becsilhetd a funkcio illetve
segiteni lehet a biokémikust, hogy hol keresse az adott fehérjét a sejtben {45}. Egy
masik fontos alkalmazott irany immunolégiai, amely epitépok felismerését célozza
analitikai felhasznalasra, vagy pl. vakcinalasra alkalmasnak t{iné szekvenciak
jelélheték ki.

Ami ezt a fejezetrészt az el6zbekkel dsszekapcsolja az, hogy ismert
szerkezetekb6l probalunk felismerni, levezetni szabalyokat, amelyek altalanossagban
hasznalhatéak egymagukban, vagy komplex kombinacidékban visszafele. E
szabalyokkal végzett szerkezetbecslések Osszevetése mas, megbizhatd
médszerekkel nyert szerkezeti adatokkal jelzi a dedukcidval nyert ismereteink valés
informaciotartalmat is. Sajat tapasztalataink és irodalmi adatok alapjan is gy tiinik,
hogy egyik prediktiv médszer sem all meg a laban egymagaban, de kombinaci6ik
sikeresek lehetnek {46}.

Egy fehérje aminosav sorrendje &énmagaban a nativ szerkezet
kialakulasahoz szilkséges informaciok jelentds részét tartalmazza {47}. A fehérjevaz
(leegyszeriisitve) hidrogénhidak halézata altal stabilizalt, a-hélixek és B-lemezek
meghatarozott és szabalytalan hurkokkal megszakitott szerkezeti egységeibdl all
dssze gy, hogy ezen elemek kélcsénhatasai létrehozzak a komplett struktarat (vagy

egy magasabb szintli szerkezet egy blokkjat). A predikcios eljarasok statisztikai {48},
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sztereokémiai és mas fizikai-kémiai megfigyeléseken alapulnak {49}, de a szamitasi
teliesitmények novekedtével egyre jobban teret nyer a kvantumkémia {50}.

A masodlagos szerkezeti predikcidk terén, valészinlleg az egyszer(isége miatt, a
Chou-Fasman mébdszer {51} valt talan a legnépszeriibbé. Az alapadatok
rontgendiffrakciéval meghatarozott 3D fehérjeszerkezetekbdl levezetett P, és Py
paraméterek, amelyek az a-hélix illetve B-lemez képzési hajlamot szamszer(sitik
statisztikai alapon. A paraméterek szamitasa gy tortént, hogy az egyes aminosavak
o-, illetve B-szerkezetben valé eléfordulasat szamoltdk meg az adatbazisban és
osztottak az Osszes aminosavak szamaval. Gyakorlatban egy, az egész, éppen
vizsgalt, szekvencian egy aminosavas léptékkel végigvonuld tetrapetid-ablakban
szamitandé a P, és Py paraméterek behelyettesitésével az atlag o-hélix, illetve
B-lemez formalasi hajlam. A kapott hajlam-profil gérbén az 1.05 érték f6l6tti pontok
azok, amelyek valdban nagy valdsziniiséggel a profil tipusanak megfelelé
masodlagos szerkezetben vannak. Atfedéen 1.05-nél magasabb értékek esetén a
nagyobb a dominans. A médszer kiegészill Lewis és munkatarsai valddi statisztikai
valészin(iségen alapulé szamitasaval, ami a pB-kanyarulat (turn/bend) eléfordulasok
helyét jellheti ki. Réntgennel meghatarozott, biztosan f-kanyarulatot formalé
strukturakbdl i, i+1, i+2 és i+3 pozicidkban a kilénb6z6 aminosavak el6fordulasi
gyakorisagat (f) tablazatban foglaltak 6ssze. Ismeretlen szekvenciaban annak a
valészin(isége, hogy egy tetrapeptid p-kanyarulat az i-edik poziciéban kezdédik

egyenls  fiy X fiy1) X fiz2) X fizs)- A tapasztalati dton megallapitott

valésziniiségi hatarérték 5 1075, amely felett egy tetrapeptid B-kanyarulatot
formalhat (14. abra). Ennek tovabbi feltétele, hogy ugyanitt az o- és p-formalasi
hajlamot jelz6 gérbék 1.05 alatti értéken legyenek. Azokat a struktirakat, amelyek
mindenben a jelzett hatarértékét alatt vannak rendezetlennek minésitendék. A
moédszer tovabb finomithatd az egyes aminosavakra, illetve révid (specidlis
Osszetétel) peptidszegmensekre bevezethetd egyedi szabalyokkal {51}, de ez
bonyolita az értelmezést. A kiinduldé paramétereket csak tudomanyosan jol
megalapozott indokok alapjan szabad megvaltoztatni, mert egyébként egy-egy
kiemelt strukturara kénnyedén lehet kivald illeszkedést generalni, de a modszer
elveszti altalanos érvényét. A paraméterek meghatarozasahoz az alapadatbazis

méretének névelése nem javitotta a predikcidk megbizhatésagat {52}, aminek oka
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valészinlileg az, hogy az analizisre beallitott tetrapeptid szerkezet csak révid tavu

kdlcsdnhatasok figyelembevételét engedi.

| e
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L B o ¢z

|
.

[GP41]  FOLDING PROBABILITY
X ( 158 to 342) VY (8 to .80883) threshold: .88885

R

14. abra
B-kanyarulatok valészinlisége a GP41-fehérje 150-ik aminosavatol kezd6dé
szakaszan. A valészin(iségi hatarvonal 5 107 ° -en hazédik.

Jobb eredmények érhetéek el az irany-informaciés, vagy mas néven
GOR (Garnier-Osguthorpe-Robson) maédszerrel {53}, ami egyszer(ibb és
kovetkezetes, konnyebb szamitégépre vinni. Kozéptavua kdlcsdnhatasok
figyelembevételével négy lehetséges allapotbdl egy valdszinisithetd a vizsgalt
szekvencia i-edik aminosavara, mint a-hélix [H], B-lemez [E], B-kanyarulat [T], és
rendezetlen [C]. A kivalasztott (i-edik) aminosav 8-8, az N-, illetve C-terminalis
iranyba es® szomszédjanak szerkezeti hozzajarulasa figyelembevételre kerill. Az
informaciéelméleti alapon meghatarozott, szamitasban hasznalhaté paraméterek
hidrofobicitasi és kooperativitasi informaciokat is hordoznak, mivel ezek az adott
szerkezeti elemek stabilizalasaban fontos tényezék. Gyakorlatban egy 17
aminosavbol allé ablak mozog a szekvencia mentén, amelynek a kdzepén
elhelyezkedé aminosavara hatarozhaté meg a strukturdlis informaci6. Az

informacios paraméterek kilon-kulén sszegzenddk a négy lehetséges konformacios
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allapotra (H, E, T és C) és a legmagasabb az informaciétartalmu allapotlehetéség
valasztandé (15. abra).

12345678901234567890123456789012345678901234567890
* * * * *

AVGIGALFLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARQLLSGIVQQONNLLRAIEA 50
ECCCCHHEEEEECHHCCCCHHHHEEEEEEEHECCEEEEEETTCCCHHHHH

QOHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWN 100
HHHCXEEEEETTTTHHHHHHHHHHHECTTCEEEETTTTTTTEEEEETCCT

ASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL 150
TCTTTTTCHHHXCCCCTHHHTCCCCCCCCCEEHHHHHHHCCHHHHHHHHH

ELDKWASLWNWENITNWLWYIKLFIMIVGGLVGLRIVFAVLSVVNRVRQG 200
HHHHCTCCCCTTTCTCTCTTTEEEEEEEECCCTEEEEEEEEEEEEEEETT

YSPLSFQTHLPIPRGPDRPEGIEEEGGERDRDRSIRLVNGSLALIWDDLR 250
TTCCCTEEEEEECCTTCTTCCHHHCCCCCCCTTEEEECCCCCHEEXHTTT

SLCLFSYHRLRDLLLIVTRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQYWSQELKNSA 300
TEEEETTTTTHHEEEEEEEEEECCCCTCTTCCCCCTTCCEETTTTCCCCH

VSLLNATAIAVAEGTDRVIEVVQGAYRAIRHIPRRIRQGLERILL----~ 350
HHHHHHHHHHHHHHHTXEEEEEECCTTEEEETTEETTTTHHHHEH - -~~~

15. abra

A GP41-fehérje masodlagos szerkezete az irany-informaciés modszerrel
(finomitas nélkll, az [X] bizonytalan szamitott statuszt jel6i)
Konforméciés allapotok: a-hélix [H], B-lemez [E], B-kanyarulat [T}, &s rendezetlen [C]

A mbdszer javithaté {54, 55} az Gn. meghatarozottsagi allandok (DCy és
DCeg) bevezetésével, ami gyakorlatban az atlag (pl. cirkularis dikroizmus
spektroszképiai médszerrel meghatarozott) o-hélix és p-lemez tartalom alapjan
valaszthaté. Ezek az allandék minden aminosav informaciés paraméterébél
kivonasra keriilnek, tehat ez korrekt moédosité eljaras jobb illeszkedés elérése
érdekében (jellemzéen 60 % koriil).

Tovabbi Iépés a szerkezeti predikciok megbizhatésaganak novelésére a
fehérje masodlagos szerkezeti szétar dsszedllitdsa és alkalmazasa {56, 57}. Ebben
minden aminosav, rontgenalapti  fehérjeszerkezetek = meghatarozasokbol
szarmazoéan, 8 lehetséges konformacioés allapot valamelyikébe sorolodik. 7 aminosav
hosszl ablak vonul végig a vizsgalt szekvencian, minden aktuélis heptapeptidre
vonatkozéan homolég szekvencia keresése térténik az egész szétarban. Megfelelé
hasonlésag esetén a szétarban szereplé konformacios allapot leirja a vizsgalt (az
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ablak kozepén szerepld) aminosav masodlagos szerkezeti statuszat. Egy adott
tipusu heptapeptid (néha tdbb) kiilénb6zé konformacios allapotokban létezhet, ezért
tovabbi finomitasok sziikségesek: a homoldgia mértékének redefinialasa {58, 59}, az
alkalmazott ablak méretének ndvelése, nagyobb szétaradatbazis hasznalata. Ha
teszt-szekvenciat az  alapadatbazisbél valasztunk, akkor az eredeti,
rontgendiffrakciéval megallapitott konforméaciés allapotokkal Gsszevetve 70% korli
helyes predikciéval, ez a médszer kiemelten jol mikodik.

Altalanosan elterjedt moédszer az aminosavak hidrofobicitasat méré
paraméterek mozgé ablakban térténd atlagolasa {60}. Az igy kaphat6 hidrofobicitasi
profil (16. abra) pozitiv csucsai transzmembran szegmenseket jelélhetnek ki (pl.

bakteriorodopszin), de informaciévesztés is jelentkezhet, amire figyelni kell.

TRANSZMEMBRAN JELOLTEK
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16. abra
Hidrofobicitasi profil

Az Un. hidroféb momentum (u), amelyet eredetileg D. Eisenberg {61, 62}
javasolt, meglehetésen informativ lehet (17 abra). A szamitas figyelembe veszi a
masodlagos szerkezet hozzajarulasat egy kijelolt peptidszegmens ered6
hidrofobicitasahoz. Ugy tiinik, hogy az irodalomban kézélt, egyedi hidrofobicitasi
skalakhoz képest jobb eredménnyel hasznalhatéak konszenzuson alapuld skalak,
mert ez javitott a jel/zaj viszony vonatkozasaban. A hidroféb momentum-abran az
atlag hidrofobicitassal szemben az adott masodlagos szerkezetben ad6dé

hidrofobicitasi vektorésszegek hataroznak meg pontokat:
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p(6) = H,sin(én) ~ + H, cos(én) = *  ahol

n=1 n=1
= hidroféb momentum

0 = il—’r az alapvazbdél kiemelkedd, egymast kévetd oldallancok koézoétti szég

radianban mérve, amikor a periodikus szerkezetli szegmenst (tengely mentén)
folulrél lefelé nézzik (m = az aminosavak szama menetenként)

N
pll)= H, == a hidrofobicitasi profilt adja.

(WINDOW= 11)
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17. abra
A citokrom c oxidaz IV. alegység szignal-szekvenciaja a hidrofob momentumok
alapjan feliiletaktiv karakter(

A szamitasban kivalasztott szegmens a hidrofobicitas = 1£(0), illetve momentum

= (d) adatok alapjan sorolhaté osztalyba:
e kozepes vagy alacsony momentum és jellemzden hidrofil atlag a globularis

fehérjékre jellemzé

e magas momentum fellletaktiv, amfipatikus szakaszok jellemzéje
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transzmembran szegmenseket jeldli ki

hosszU, hogy atérje a membrant

alacsony momentum és atlagban hidroféb karakter a potencialisan multimer

nullahoz kdzeli momentum magas atlagos hidrofobicitassal a monomer jellegii

transzmembran szegmenst jelezheti, amennyiben az adott darab elegendden

Strukturalis homologiak kdzvetlen (szekvencia alapu) tanulmanyozasara

jol kidolgozott algoritmusok és programok talalhatéak az irodalomban. Kiemelni

érdemes az auto- [azonos szekvencian bellli ismétiédés(ek) kimutatasara] és

keresztkorrelacios [kulonb6zé szekvenciak kozoétti hasonlésag(ok) detektalasara)

szamitasi lehetéségeket {63}, amelyekkel nemcsak strukturalis, de funkcionalis

homologiak is felismerhetéek (18. abra). A korrelaciés egyitthaték —1 és +1 kézott

addodnak. +1 kozeli érték az dsszehasonlitott szegmensek tulajdonsagaiban azonos

tendenciakat, mig -7 kozeli értékek ellentétes tendenciakat jeleznek. A korrelacios

fuggvények altaldban zajosak, de a jel/zaj arany nagymértékben javithaté tébb

tulajdonsag paramétereivel nyert korrelaciéos gorbék atlagolasaval. A mellékletben

szerepld, (a 77. oldaltdl) kilistazott program futtatasakor az alabbi paramétereket

hasznaltuk:

OEINOIARN

Normalizalt konszenzuson alapulé hidrofobicitasi skala {64}
Konszenzuson alapul6 hidrofobicitasi skala [Faraday Symp.Chem.Soc. 17(1982)109]

Hidropatia {65}
Hidrofilicitas {66}
Acrofilicitas [Hopp]

a-hélix formalasi hajlam [Chou és Fasman, Adv. in Enzymology 47(1978)45]

B-lemez formalasi hajlam [Id. 6]
folding valdszintségek (i)
folding valdszintiségek (i+1)
folding valészinlségek (i+2)

. folding valészintiségek (i+3)

oldallanc-tdmeg {67}

. relativ mutabilitas x 0.01

polaritas {64}

hidrofobicitas {64}

pK-N

pK-C

atlagos nem-ko6té energia / csoport (Kcal/mol)
atlagos nem-ko6td energia / atom (Kcal/mdl)

. BNORMO [Naturwissenshaften 72(1985)212]
. BNORM1 [ld. 20]

. BNORM2 [ld. 20]

. flexibilitas

toités

46



A felhasznald szamara megengedett a lista valtoztatasa, tehat mas paramétersorok
is hasznalhatoak, illetve beépithetéek (a hidrofobicitas nagyon gyakori elem, mint az
irodalombdl is kitlinik az alabbi példak kapcsan): molekulasuly, a genetikai kod
szerinti triplett(ek) szama per aminosav, refraktivitas {64}, optimalizalt hidrofobicitas
{68}, mas hidrofobicitasi skalak {69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77}, membrantakart hélix
paraméter {78}, hidratacios potencial {79}, antigenicitas {80}, kromatografias
mozgékonysag (Rf) {81}, globularis fehérjén belili eléfordulas aranya {82, 83, 84},
konformacios paraméterek {85, 86, 87}, aminosav Osszetétel {88, 89}.

18. abra
A calmodulinon beliili ismétlédések azonositasa autokorrelacié alapjan.

Autokorrelacios gorbék 10 kiilonb6z6 Atlagolt autokorrelaciés gérbe
aminosav-paraméterrel szamolva (paraméterek a fenti listabol)

4
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[CALMODULIN)  AUTOCORRELATION

X(1to 188) (lags) VY (-.4 to .6)
CALMODULIN 10/240 pi 6 7 12 13 14 15 16 17 18 19

Az emlitett programmal atlagolas, Fourier transzformacio, korrelacio, stb. szamitasok
végezhetéek, nagy szabadsaggal adva komplex analizis lehetéségét a
felhasznalénak. Bevalt taktika egy immunaktiv hely azonositasara, ha a
fehérjefellleti hozzaférhetéség igazolasat kévetbéen a jeldltek hidrofilicitasa és
mozgékonysaga alapjan torténik tovabbi szelekcid, osztalyozas  {90}.
Altalanossagban B-kanyarulatok a fehérje feliletén (kivil, szintben, vagy beliilrdl
kozel a felszinhez) helyezkednek el. Amfipatikus hélixek szintén j6 jeloltek. A Chou-
Fasman moddszerhez hasonléan a kilénb6z6 aminosavak eloszlasa (részvételi
hajlama) meghatarozhat6 igazoltan immunaktiv struktdrakban, aminek alapjan egy
ismeretlen szekvenciara un. immunogenicitasi profil rajzolhaté. Egy szegmens
mozgékonysaga egy rontgenkrisztallografusok altal altalaban “nem kedvelt”

paramétersor segitségével becsilhetd. Fehérjekristalyokban az atomi komponensek




pozicidja meghatarozasat annal nagyobb pontatlansaggal tudjak meghatarozni,
minél mozgékonyabb az aktualis atom. E bizonytalansag mégé un. hémérsékleti
faktort rendeltek a krisztallografusok. Ismert szerkezetli fehérjek aminosavainak
peptidkotésekben résztvevé a-szénatomjaira vonatkozé normalizalt hémérsékleti
faktorokat (Bnom) felhasznalva ismeretlen fehérjék mozgékonyabb szakaszaira jé
hatékonysaggal tehetd becslés. Hidrofobicitasi adatok alapjan a 16. abra mar mutatta
a bakteriorodopszin transzmembran szegmenseit. A peptidlanc mozgékonysagi

gorbéje lathaté a 19. abran. Az i-edik C,-atomra meghatarozott relativ

||
W,

[BACTERIORHODOPSIN]  (C&) CHAIN FLEXIBILITY
X (5 to 243) ¢ (.8t 1.2 “zero line” at

19. abra
Normalizalt hémérsékleti faktorok alapjan becsiilt C, mozgékonysag. Az abra
(a bakteriorodopszin esetében) kiegésziti a hidrofobicitasi adatokbdl nyerheté
informaciot.
mozgékonysagi adat a szomszédoktdl flggd Bnom-értékek sulyozott Osszege,
amelyek az i-3, i-2, i-1, i, i+1, i+2, i+3 pozicidban talalhatd aminosavak minésegeétdl
fuggenek. A flexibilitasi gérbén a vonal feletti egynél nagyobb eértékek a
transzmembran peridédusok kozotti mozgékony szakaszokat jeldlik ki, a Henderson-
modellel teljes 6sszhangban. Az eredeti példanal maradva, a flexibilitasi gérbe

alapjan egy nativ fehérje immunolégiai szempontbdl szamba joheté darabjai

48



szelektalhatéak. Az emlitett programmal és a vazolt gondolatmenettel analizaltuk a
HIV GP41-fehérjét {98}.

Helikalis transzmembran szekvenciakra sokszor megfeleléen kifejezé az
atlagos hidrofobicitas, de mas szerkezetek esetén (B-lemez), pl. a porinok esetében
nem mikédik az egyszer(i atlagolas: félrevezeté neutralis érték adddik a kisérletileg
azonositott transzmembran darabokra is. Az alabbi, 20. abra jobb felsé negyede a
porin egyik (B-lemez szerkezetll) szakaszat mutatja. Tisztan lathaté a hidrofil-hidroféb
aminosavak aszimmetrikus eloszlasa. Elemi trikkel helyére tehet6é az atlagolasban a
masodlagos szerkezet hatdsa: mesterséges szekvenciakat kell generalni a
B-lemezek két oldalardl, tehat egy-egy sort a paratlan illetve paros sorszamu

aminosavakbol.

PIl. amfipatikus

A PORIN egyik béta-lemeze Edmundson &brazolasban
(az inverz karakterek hidroféb aminosavakat jeldinek)
A szerkezet amfipatikus karaktera.

]

]

Sequence name ' PORIN {1 to 3490 step 2)
Comment.:

12345f‘“6301" 345 675901 234‘6"08‘01234}06799@1234587090

uumvx.cnuu;mqscum,\wun mmymmrurucnvsm
N NWVDLYDLGGDASOFGY( AYNNFL, DLFVYGNRTRSGGOSSERFT -
A B-|emeZ mwmmxmrLumnnmm:vuYnmxmwwwn»

2 = YFKMTVYIGDDKUGDTADVE
mindkét oldala

s ce name PORIN (Z to 342 svep 2)
Con-em_

T T T 12345878312 345678991 2345670901 1345676981204567894
[PORIN step 2)1 AVERAGING ( 5) {HYDROPHOBICITY } “K(‘KDYKVLY%“YGGHWKWD . -

- e wmnsammmm
XK (1to 166) ¥ (-3t 1) zero line™ at @ {VYAGTMPFUTY DFVRGY TRSFGVGDAELKEDARNDVG IYYGGYAGARNG
APGOKFWTLYANYARGTNT INFNSFNTDIYLADGRSATSADEI DDVYEGT
YNNSYDINISNLVEDYY LYE

A porin B-lemezeinek amfipatikuszg.afabl:fere felismerhetd, ha a szekvencia
paratlan és paros aminosavait egymassal atfedésben, kiilon vizsgaljuk.
Az atlagokat egymasra rajzolva lathaté, hogy vannak szakaszok, amelyek egyik
oldala hidroféb (az atjart lipid rétegekkel hat kdlcsén), mig a masik oldal hidrofil, de
ez a szakasz is a membranban lehet, mert mas amfipatikus szakaszok polaros
feluleteivel kélcsénhatva transzport-csatornat formal, és biztositott a lipidek felé valo
atmeneti struktira. B-lemezek jellemzéen 11 aminosav hossz( szakaszokban
jarhatjadk at a membrant, igy pentapeptid-ablakban térténd atlagolas a javasolt

modelire megfeleld.
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Fehérje masodlagos szerkezet meghatarozas membran
szuszpenziokban cirkularis dikroizmus spektrum alapjan

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszképia altalanosan hasznalt médszer
kulonb6z6 masodlagos szerkezeti formak aranyanak meghatarozasara fehérje
oldatokban. A CD, adott hullamhosszon egyenlé a balra és jobbra cirkularisan
polaros fény mintdn mért abszorpcié kilénbségével, amibdl fehérjékre
altalanossagban egyértelmien a hélix tartalom szamithatdé {91}. Lényeges, hogy ez
tiszta oldatokra igaz. Fényt sz6r6 mintakon az egyéb zavaré hatasok olyan
mértéklek lehetnek, hogy az eredményeket (korrekcié nélkiil) hasznalhatatlanra
torzitiak. Az egyik leglényegesebb tényez6t az un. lapulasi effektus okozza.
Kidolgoztunk egy médszert, amellyel a mért CD-t korrigalni lehet és igy fényszérd
mintakbél is elfogadhatdéan hatarozhaté meg az aktualis hélix-tartalom. A korrekciés
eljarast poli-L-lizin-asolektin vezikulakon, patkany maj-mitokondrium suszpenziékon
és klonb6zé membrankétott (sziv-sarcolemma) ATP-azokon alkalmaztuk.

Membrankoététt fehérjék optikai spektruma legnagyobb mértékben az
alabbiak miatt torzul:

1.) Fényszéras. A nem polarizalt fényre vonatkoztatott optikai denzitast alapvetéen
zavarja, de a szelektiv széraskilénbség a balra illetve jobbra cirkularisan polaros
fényre elhanyagolhat6.

2.) Abszorpcid ellapulas (flattening). Hig | |
szuszpenzi6kban sajatosan alakul a ) %

foton-részecske statisztika, kilénb6z6 C

elemi nyalabocskak eltéré szamu

részecskével talalkozhatnak. A hatas ‘ \ _a L
(1, + I + I E 435 1

szignifikans.

3.) Abszorpciés homaly (obscuring). Koncentraltabb szuszpenzidékban a részecskék
oly médon takarjak ki egymast, hogy a mdgéttes elemeket nem érheti fény.
Megfeleld higitas beadllitasaval ez az effektus kikiiszébdlhetd.

Egy adott fehérje oldatra: © | = Fpaiz X © .+ 1— Fpaiz XC,
ahol © 4 = amért atlagos rezidualis ellipticitas,

Fye1i. = a hélix formaban jelenlévé rész,



©

C  ap- és random-formak spektralis hozzajarulasa (8. tablazat).

Seals => egy tisztan helikalis rendszer atlagos rezidualis ellipticitasa

8. tablazat
Spektralis referencia adatok

i @ Helix C

210 -22462.8 | -3509.26
213 -20973.8 | -3883.82
216 -20746.8 | -3805.00
218 -21354.8 | -3658.07
220 -22011.6 | -3416.11
222 -22386.6 | -3102.13
224 -21895.9 | -2785.12
227 -19249.0 | -2315.92
229 -16277.7 | -2106.22
231 -12865.9 | -1871.88
234 -8451.21 -824.754
237 -4642.19 | -402.117
240 -2255.45 | -215.899

Ahhoz, hogy egy hig, fényszoré minta (membran szuszpenzié) CD-spektrumat a
lapulasi effektusra korrigalhassuk az eredeti minta CD-jére és szolubilizalt

allapotaban mért abszorpciés spektrumara van szikség:
© . =@8%X Fraiz X © Tl Boagns X O ol

() g = hullamhosszfiiggd lapulas-korrekcios faktor.

M Héliz
Attél figgden, hogy a részecskéket milyen geometriai modellt rendeliink a lapulasi
faktor az alabbi fuggvényekkel irhaté le:

1.) Kébés modell: (QQp = e~ “

3a

2

2.) Gémb modell: @Qp = f X Tp—e

3a

Toe - x Tt e 20

~ 9a?
3.) Gémbhély, vagy vezikula modell {92}:

@

@r=c &) —2x gy

2
e () p = lapulasi egyutthaté (flattening coefficient, 21. abra)

e T'p = éatlagos részecske atméré (22. abra)
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21. abra
A lapulasi korrekcios faktor (Qg) értéke a részecske geometriatol és a log(a) értékétol
fugg (magyarazat a szévegben)

e « = optikai elnyelés az atlagos részecske atméré mentén

A
. a—QxM

sol

¢ A, = optikai abszorpcié szolubilizalt allapotban
¢ Q) X M =>arészecskék atlagos szama a fényutban

¢+ Q =7, ahol

¢ v = arészecskék teljes térfogata (vezikulak esetén csak a gémbhéj)

¢+ V = aszuszpenzié teljes térfogata

M ___ optikai dthossz
— T,
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22. abra
Az atlagos részecskeméret (az abra legfelsé sora) a geometriai modelltél fligg.

A 2/3 ATMERO 4D
S e ‘D<R/10
O
1.) RENDEZETT KOCKA 2.) GOMB 3.) GOMBHELY / VEZIKULA

Gyakorlatban a mintak peptid-, vagy fehérjetartaimat biuret és/vagy Folin
reakciokkal mértiik és a koncentraciét 200 pg/ml-re allitottuk. A CD méréseket (Jasco
40c készlléken) 1 mm-es kvarc-klvettaban végeztilk szobahémérsékleten, 2 m°cm
érzékenységgel, 16 sec idéallandoval. A mintat a fotoelektronsokszorozéhoz a lehetd
legkdzelebb helyeztik el, hogy szért fényt (lehetéség szerint) ne veszitsiink. Az
abszorpciomérés az Anizotropia faktor alfejezetnek megfeleléen tortént (33. oldal). A
CD-spektrométert D-kamforszulfonsavra kalibraltuk {93}. A molekularisan diszpergalt
allapotot 80%-0s 2,2,2 -trifluoroetanollal allitottuk eld. Ellenérzésképpen asolectin
vezikulakba agyazott poli-lizin szerkezetvaltozdsait hasznaltuk (9. tablazat). Az
anyagok Sigma gyartmanyuak voltak. Ultrahangozas utan a vezikulakat
centrifugaltuk, kilénb6zé pH-ju foszfat-pufferrel mostuk, a fenti leiras Iépéseit
megelézéen. Allandd hémérsékleten a poli-lizin  kilénbdzé konformécios
allapotokban létezhet a pH-tél fuggden. 11-es pH felett, a tdltetlen €-aminocsoportok

nagy aranya miatt a helikalis struktura dénté mértékben preferalt.

9. tablazat
A pH-hatasa asolectin vezikuldkhoz kététt poli-lizin szerkezetére
pH % hélix (+ std.dev.) ... [% B-szerkezet]*
(peptid = poli-lizin) lapulasi korrekcio nélkil lapulasi korrekcié utan
11.7 41(2) 79(6)** ... [0]
6.46 30(2) 40(6) ... [29.6]

* Siegel {91} szerint a B-tartalom az a-hélix arannyal predeterminalt, a
[B-frakcid] = 0.583 — 0.729 x [a-helikalis rész] 6sszefuggésnek megfelelden.

** A foszfatidilkolin fejcsoportok és az €-aminocsoportok kdlcsdnhatasa miatt nem
lehetett teljes helikalis konverziét elérni.
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A 23. abran mitokondrium szuszpenzién mutatjuk be a lapulasi effektus hatasait, a

molekularisan diszpergalt allapot spektrumat és a korrigalt spektrumot.

23. abra
Mitokondrium preparatumok CD-gorbéi

L
n
T

1 Intakt mitokondrium szuszpenzié, a
lapulasi effektus a gorbét ,6sszenyomja”.
A korrekcidé nélkil szamithatd hélix
tartalom 19%.

2 Submitokondrialis részecskék
(ultrahangkezelés utan a részecskeméret
csokken, a jel nd)

3 Szolubilizalt (molekularisan diszpergalt)
allapot, amit 80% trifluoroetanollal
képeztink. Ez a maximalisan elérhet6
(58%) hélix tartalmat adja.

4 Lapulasi effektusra korrigalt értékek (@),
kébés modell alapjan. A szamitott hélix
tartalom 43%.

T
o
T

ATLAGOS REZIDUALIS ELLIPTICITAS (x 10%)
|
[54)

A marha sziv-mitokondriumokat izotdénias oldatban
(120 mM KCI, 2 mM Tris.HCI. pH= 7.4), differencial
centrifugalassal allitottunk elé.

A fentiekben részletesebben ismertetett eljarast tébb megjelent, sziv-
sarcolemma ATP-azokkal kapcsolatos publikacio {92, 94, 95} alaptechnikajaként
hasznaltuk. A modszer alkalmas arra, hogy frakcionalt membranrendszerek
fehérjéirdl 6sszehasonlithaté adatokat kaphassunk kiilénbzé ionok (24. abra),
esetleg energetikai valtozasok hatasara.

24. abra
Magnézium indukalta enzimatikus és 1.00r
szerkezeti valtozasokat megfigyelve
patkany sziv-sarcolemma membrankotott
fehérjéi vonatkozasaban {95}, ATP nélkdl
0.1-10 mM Mg?*-skalan a-hélix tartalom
csokkenés figyelheté meg. ATP-
jelenlétében azonos Mg?* koncentraciok az
Mg?*-fuggé ATP-az aktivitasat novelik, a
hélix tartalom cstkkenésével
osszefliggésben kvantitativ alapon,
oreix = 0.779 - 0.044 x log[Mg?'], r = 0.981
(p < 0.01), pHriis = 7.4, a gbrbe pontjai 6-8
kisérlet atlageredményeibdl adédnak. A
Mg?**-okozta masodlagos szerkezeti
modulaciénak Iényeges szabalyozo
szerepe van az ATP-az aktivitasaban.

0.95

0.90

Sarcolemma a-hélix tartalom (rel. egys.)

0.85-

tog [mg™"]

(mot-1")




BIOTECHNOLOGIAI ALKALMAZASOK

Latszolag tavolinak tlinhet a korabbiakban leirt elméleti ismeretek gyakorlatban val6
alkalmazhatosaga, pedig érdekes és fontos lehetéségeket rejtenek {96}.

D-aminosavak beépitése peptid-természetii hatéanyagokba {97}

A hetvenes évek elején, az endorfinok és az enkefalinok felfedezésével a
morfin természetes megfelel6jeként mellékhatasoktdl mentes fajdalomcsillapité
megtalalasat is komolyan remélték. Hamar kiderilt, hogy az enkefalinok intravénasan
nem alkalmazhatok, mert a tirozin-glicin-glicin-fenilalanin-leucin, vagy -metionin
pentapeptid hatas szempontjabdl fontos tirozinja, a glicinnel képzett peptidkétés
enzimatikus hasitasaval, 1-2 perc alatt levalik és a maradé tetrapeptid hatastanilag
inaktiv. Az emlitett probléma - szintetikus Gton a masodik pozicibba nem-
természetes aminosav beépitésével - megoldhatd, mert az inaktivalé enzim a tirozin-
D-aminosav peptidkétést nem hasitja, intravénasan beadva tébb 6raig stabil. Elényés
mellékhatasként a kettes pozicibban megjelené D-aminosav, a természetes
enkefalinokat alapul véve, hataserésségben sokszoros névekedést eredményezett.
Sajnos az is kiderilt, hogy hosszabb-révidebb id6 alatt az (j anyagokkal szemben is
kialakulnak a morfinra jellemzdé mellékhatasok. Nem reménytelen az egyes
mellékhatasokeért felelés szerkezeti elemeket azonositani, és esetleg ugy médositani,
hogy csak a fajdalomcsillapitdé hatas maradjon. A budapesti Gyégyszerkutatd
Intézetben kerilt kifejlesztésre a GYKI-14238 jeli anyag (tyr-D-met-gly-phe-
-pro-amid), ami a gyakorlatban hexapeptidet modellez és évek multan
torzskonyvezve lett. Osszetett szerkezet-hatas vizsgalatokban (QSAR) vettiink részt.
A peptideket Bajusz Sandor (GYKI) szintetizalta, illetve R.C.A. Frederiksontél (Eli
Lilly, Indianapolis) kaptam egy kuiénleges jelditet (metil-csoporttal a negyedik és
6todik aminosav kézotti peptidkétésen), amit “hozzaszokastél” mentesnek jeleztek az
el6zetes mérések alapjan. 25 mg érkezett a jelzett peptidbdl, amit elfeleztink a
Gyogyszerkutato Intézettel (GYKI), ahol Székely Jozsef végzett allatkisérleteket az
anyaggal, a kis mennyiség miatt er6sen korlatozott szamban. Egereken valéban nem
volt kimutathatd hozzaszokas a szerhez, mig egyéb hatasai a GYKIl-analégokkal
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osszevethetéek voltak. Az dsszehasonlité peptidekhez a hozzaszokas tiinetei is
jelentkeztek. A Frederikson-peptid masik 12.5 mg-jat QSAR vizsgalatokban
hasznaltam fel.

Bioszenzor morfinszerii vegyiiletek kvantitativ vizsgalatara

Altalanosan elfogadott bioszenzor séma 3 egységet tartaimaz:

(1) biolégiai érzékeld elem — (2) jelatalakité — (3) jelfeldoligozé egység

Az (1) érzékelének szelektivnek kell lennie a mérendd analitikumra, Gsszetett
mintaban is. A (2) jelatalakitd szerepe, hogy az érzékeldn létrejovd fizikai, vagy
kémiai valtozast mérhetd jellé, leggyakrabban elektromos jellé alakitsa, ami aranyos
QSAR méréseinkhez az alabbiakban vazolt szenzorrendszert allitottuk dssze.

A (1) biolégiai érzékelbk:

a.) tengeri malac vékonybél, plexus myentericus Auerbachi

b.) egér ondévezeték (vas deferens)

Kis frekvenciaja elektromos pulzusokra kémiai transzmitter anyagok (az Auerbach-
koteg esetén acetilkolin, az egér ondévezetékén noradrenalin) Uritése valthato ki,
amelyre mindkét modell izom-dsszehlGzodassal valaszol. Az izom felé atvivbanyagot
tartalmazé idegvégzédéseken modulalé idegvégzédések talalhatéak, amelyek
postsynaptikus membranja a tulajdonképpeni receptor a szenzorrendszerben.
Morfinszeri-vegyiiletek, peptidek hatasara a hataserdsségtdl, koncentraciotol
fuggben (azonos paraméterekkel rendelkezd elektromos pulzusokra) eltérd
izomvalasz kaphaté, mivel a modulald hatds eredményeképpen valtozik a
transzmitter Urités mértéke. Az 6sszehUzdédasok nagysaga a mért (modulator)
anyagokra skalazhat6 a vizsgalatokhoz.

A (2) jelatalakité rendszer:

Kettdsfalt, veg méréedényt termosztaltunk a kilsé6 képenyen 37 °C-os vizet
aramoltatva. Az edény ismert térfogatd Szentgydrgyi-Krebs oldattal (pH = 7.4)
toltottuk fel, amelyen karbogén-gazt (95 % Oz, 5 % COz) buborékoltattunk
ismételhetd beallitdsban. Az allatokbdl frissen kioperalt preparatumok két végére
felfuggesztd hurkokat helyeztink el, amelyek egyik végét a mérbedény aljan
rogzitettink a kialakitott kampdba akasztva, mig a masik véget az edény folé
rogzitett nyGlasmérébélyeghez kapcsoltuk. Jelgeneratorbdl a tapoldatba vezetett
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négyszogjelek valtottak ki az (6sszeallitdsban izometrias jellegl) 6sszehtzddasokat.
A nyulasmérébélyeg ellenallasvaltozasait hidkapcsolasban, erdsitével alakitottuk
elektromos jellé. A vizsgalt anyagokat a tapoldat ismert térfogataba mértik. A
munkaoldattal azonos mosooldat hasznalataval a rendszer frissithetd, ismételt, vagy
GUj mérések veégezhetéek a preparatumokkal 8-10 o6ran keresztiul, ha durva
(irreverzibilis) hatasok nem torténnek idékdzben. Az Osszedllitas nem a

legegyszer(ibb, de szelektivitasa, linearitasa kivalé és megbizhatéan j6l mikodétt.

Enkefalin-analégok (D-aminosav’) QSAR-vizsgalata {97}

Enkefalin-analégok relativ szerkezeti merevségét hasonlitottuk &6ssze két eltér6
biolégiai modellen mérhetd biologiai aktivitasaval. EIméleti és kisérleti adatok szerint
enkefalin-szer( pentapeptidek random és un. B-formaban (egyetlen intramolekulas,
hidrogén-hid stabilizalta kanyarulattal) létezhetnek. A CD-spektrum tavoli ultraibolya
tartomanyaban az enkefalinok nagy pozitiv értéket adnak a tirozin és fenilalanin
gylrlik jelenléte miatt. A szerkezeti paramétert az adott analégok vizes oldataban
mérheté (10 mM/l Tris HCI, 100 mM/lI KCI, pH =7.0, Canaisg = 60 pg/ml, 1=1cm)
cirkularis dikroizmus (CD) adatokbdl nyertik (25. abra), mig a biol6giai aktivitast az
el6z6 fejezetrész szerint tengerimalac vékonybél, illetve egér ondovezeték

preparatumokon.

25. abra

a. A metionin-enkefalin CD-
spektruma

b. A Tyr-Gly-Gly és a Gly-
Gly-Phe tripeptidek
spektrumainak ésszege

-

c. Az a és b gorbék
killébnbsége
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A CD-késziilék 225 nm-en, D-kamforszulfonsavra kalibralt, Jasco 40c tipust volt. A
CD eredményeket molaris ellipticitasként adtuk meg, Ae [fok x cm? x decimol™ /
3300]. Chen és munkatrarsai koncepcidjat elfogadva, a mért Ae értékeket a
Agrandom €S Agg  hozzajarulasok linearis kombinacidjaként kezeltik. Az 25. abran a
tripeptid-spektrumokkal térténé korrekciéval a random hozzajarulas nagyobb részét
vontuk ki a mért As-bél. Tovabbiakban a korrigalt Ae-értékeket hidrogén-hid
stabilizalta molekula merevség relativ mértékeként hasznaljuk. Az alabbi,
10. tablazatban foglaljuk 6ssze az eredményeket.

10. tablazat
A metionin-enkefalin és 6t szintetikus analég CD és bioldgiai hatas adatai

Peptid Ao | Dut] | 1g 1D
D — Ala?, Phe*(N — CH,), Met* NH, |-5703 | -7.777 -8.428
D — Met?, Pro®° NH, . 4928 | -7.699 -7.523
D — Met?, Nle’OH -2.161 | -7.398 -9.222
D — Ala?, Pro® NH — amil -2.014 | -7.046 -6.824
Metionin-enkefalin -1.106 -6.699 -8.125
D — Ala?, Pro®OH -0.907 | -6.675 -6.456
Magyarazat:
o Aggs = Al — Ag 0 + AeStr
o A+ Aegil =6.236

e YGG = tirozil-glicil-glicin, GGF = glicil-glicil-fenilalanin
¢ GPI = tengerimalac vékonybél, MVD = egér ondévezeték

o A peptidek opioid agonista aktivitasat az 50%-os gatlashoz szikséges dézis
(IDso) jellemzi, 4-40 fuggetlen meghatéarozas alapjan.

Szoros korrelacié mutatkozik a tengerimalac vékonybél preparatumon mért

IDyg, és a hatéanyagokra meghatarozott A €455 értékek kozott:

lg IDsy = Agyq5 X 0.22 — 6.62, a linearis korrelacios egyitthaté, » = 0.94.
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Az egér ondévezetéken nem adddott hasonlé ésszefiggés (r = 0.30).
Kovetkeztetésként levonhatd, hogy kisérleteinkben kétféle peptid-receptor
kélcsbnhatas kilonboztethetd meg. Az egyiket a tengerimalac vékonybél testesiti
meg, amelyhez a merevebb, opioid-alkaloid jellegli (oldatban nagyobbrészt
intramolekularis hidrogén-hiddal stabilizalt) peptid-szerkezeteknek nagyobb az
affinitdsa, biolégia aktivitasa. A masik receptor tipus esetén, amilyet az egér
ondbvezetékén is feltételeziink, a peptid C-termindlis aminosavanak mindsége
meghataroz6, ami nem latszik fontosnak a vékonybélen Iévd receptor esetében. A
lényeget egy mondatban &sszefoglalva: a tengerimalac vékonybelén Iévd
(u-)receptorok a merev opioid-jellegli szerkezeteket kedvelik inkabb, mig az egér
ondbévezetékén azonositott (3-)receptorok a flexibilis €s merevebb struktirakkal is

hasonléan hatnak kdlcsén.
Bioldgialag aktiv fehérjeszegmensek azonositasa
HIV-1 gp41 immunkémia {98}

HIV-1 fertézés folyaman tébb virusfehérje ellen termelédik ellenanyag,
leggyakrabban a gp120 és gp41 kopenyfehérjék ellen. Ezek megismerése
diagnosztikai modszerek fejlesztése, esetleges megelézés (ezen az aton egyre
kevésbé val6szinl), AIDS-patogenezis és a HIV-1 elleni immunvalasz megértése
szempontjabdl is fontos. A gp41 fehérije amino-vége gyakorlatilag minden HIV-1
pozitiv szérummal reagal. A finn Labsystems Oy munkatarsaival végzett munka
keretében részletesen elemeztilk a gp41-et és djdonsagként egy 15 aminosavbél
all6 peptidet (A15) talaltunk, amely normal esetben a membranban van, de
szintetikus formaban erésen immunaktiv, mas konvencionalis médszerekkel
azonositott HIV-1 pozitiv szérumokkal. Egész virust, vagy virusképenyt hasznal6
tesztekkel ez a kolcsonhatds nem vizsgalhaté. A kisérletekben 2 peptidet
hasznaltunk, az A15-6t az elébbiek szerint és az (n. B18-at kontrollképpen, a
szilardfazisti szintézis sajatsagaként egy-egy ciszteinnel az N-terminalis iranyban
meghosszabbitva a természetes szekvenciakat:

A15 (gp41 599-613) SGKLICTTAVPWNAS(C)
B18 (gp41 645-662) LIEESQNQQEKNEQELLE(C)
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Az A15-peptidet a C-termindlis ciszteinen keresztil Pharmacia AH-
Sepharose-4B-re kétottik, majd ennek segitségével 10 erésen pozitiv HIV-1 paciens,
Osszesen 1.5 ml szérumabdl tisztitottunk A15-antitesteket, amelyek immunoblott,
radio-immunoprecipitaciés és  immunfluoreszcencias  vizsgalatokhoz  voltak
sziikségesek.

Peptidalapu EIA mérésekhez (26. abra) 0.5 ng szintetikus peptid 100 pl
PBS-ben, mint BSA konjugatum kertlt a mérdhelyekre (8 x 12, polisztirol ELISA lap),
majd az inkubalas szobahdémérsekleten egy éjszakan at tértént. 100 ul vizsgalati
szérum 1:40 aranyban 1% BSA-val és 0.02% Tweennel kiegészitett PBS-el higitva
kerilt a méréhelyekre, majd 37 °C-on 1 éran at inkubaldsra. A mosas vizes,
0.02%-o0s Tween 20-al tértént. Az emberi IgG antitestek jelenlétének kimutatasa
disznéban termeltetett (Labsystems) anti-human IgG-alkalikus foszfataz
konjugatummal tértént. A szeropozitivitasi hatarérték 1000 HIV-1 antitest-negativ
véradé mintai statisztikailag 2c-szinten szignifikans atlaganak kétszereseként kerilt
megallapitasra. 135 HIV1 pozitiv szérum mindegyike pozitivhak adédott az elébbi
(A15-peptid) tesztrendszerrel, mig az 1000 negativ minta egyike sem lett tévesen
pozitiv, tehat a tesztre 100%-os specificitds mondhatd ki. A tisztitott A15-

antitestpreparatum csak az A15-peptid alapu tesztben volt pozitiv, mig egész virus,

illetve B18-peptid tesztek negativ eredményt adtak.
26. abra

(a) Gydjtott, nem frakcionalt
HIV-1 pozitiv szérum
reaktivitasa

® egész virus ElA-tesztben,

~ A15-peptid EIA-tesztben.

A15-peptid EIA-tesztben a

<1:80 titerek mar nem

mérhetden nagy jelet adtak.

O HIV-1 negativ mintak nem

reagalnak a peptid-EIA soran.

(b) Affinitas kromatografiaval
tisztitott A15-antipeptid-
immunglobulin frakcid
reaktivitasa

~ A15-peptid EIA-tesztben, mig

[0 B18-peptid, vagy egész virus

ElA-tesztben nincs reakcio.
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Itt még csak feltételeztiik, de késdbbi kisérletek igazoltak, hogy a HIV-1 okozta
betegség elérehaladtaval az egyébként membrantakart szegmensek ellen antitestek
jelennek meg a betegekben. llyen szakaszok elemzése hozzajarul az aktualis statusz

leirasahoz. Elemzéseink alapjan igazoltan megbizhaté diagnosztikai kitt allt 6ssze.

Az elsé peptid alapu HIV-1 teszt

A finn Labsystems Oy termékké fejlesztette a leirt rendszert

Synthetic peptides take Characteristics of |
HIV-1 diagnostics that systems’ synthetic peptide ¢
vital step forward. B i
The fiox EIA 3 antibody response to g4 than the proecin itsclf

— highly i IV-1 antihody positive sera

Hi env Peptide
Test Kit
: oo 6110 500
it contents

e iy, Peocaren PRUA g o b o vl

omsed wecifty and s omburane DNA ! then bedd w0 the & pment of w-
i HIV-I proteins. The problem
remamned, ho ¥

3 viealwep fowand by
<AL wiperces et ehccive i detecing FIV- ) ancivade. Unig Gt

(V- micrion
snhesied ¢ row forma the hoee of Labssters HIV- | g Pepeide FIA tes ke~ kit whic
ollwng advantoges

Higher specifciy — Oow peyaie s drived rom  highly conserved egion {1 in HIV-A, Use ol s
b sy oy b g~ by

------

igazoltak. A tovabbfejlesztett
valtozat forgalomba kertilt.

,ldegesité” peptid a laminin szerkezetében {99}

A laminin extracellularis multidomén-szerkezetl matrix-fehérje. A szerkezeti
feladatokon tul szerepe van az agyfejlédésben és idegregeneracioés folyamatokban.
Monoklonalis antitestek hasznalataval val6szinUsitették, hogy a nativ laminin neurit
névekedés elésegitd doménjének a heparin-k6té doménben, vagy annak kézelében
kell lennie. Proteolitikus fragmensekkel igazoltdk, hogy egyesek segitik csirke
periferialis neuronok kapcsolédasat. A B1-lancon, a P1-fragmensre térképezték az
altalanos sejt-kapcsolddasért felelés domént. Csaknem biztos, hogy tébb szakasz
van a laminin fellletén, ami a sejtek kapcsolédasanak helyéul szolgal, illetve
ugyanez valészinlsitheté a neurit ndvekedés szabalyozasara. Részletesen
elemeztik az egér laminin B2-lancanak cDNS {100, 101} szekvencidjabol levezetett
elsédleges szerkezetébdl kikovetkeztethetd sajatos szegmens tulajdonsagokat.

Elemzési stratégiankat és a hasznalt alapvetdé mddszereket kordabban ismertettiik
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(40-49 oldal). Itt fokozott szerepet rendeltiink a vizsgalt szakaszok becsiilt
masodlagos szerkezetébdl adodd eredd hidrofobicitasi momentumanak. o-helikalis
szegmensben sikerilt egy szelektiv hatasi dekapeptidet azonositani, ami p20-ként
azonositott: Arg-Asn-lle-Ala-Glu-lle-lle-Lys-Asp-lle. Ez a peptid szimulalja a nativ
laminin neurit névekedést elésegitd aktivitasat.

Szovettenyészetben, a p20 szintetikus megfelel6jével igazolédott, hogy
centralis és periféridlis neuronokra egyarant hat. A neuronok, UGjszilétt egéragybdl,
vagy egérembriok periférialis idegrendszerébdl szarmazé tenyészetekben erételjes
neurit-novekedéssel valaszolnak nativ lamininre és a p20-ra egyarant. Tovabbi
bizonyiték a peptid sajatos biolégiai hatasara, hogy patkany cerebellaris neuronok
nativ laminint tartalmazé rendszerben térténé tenyésztése esetén a p20-nak (1-5 uM)
kompetitiv hatasa van: akadalyozza a neuronok letapadasat és a neurit névekedést.
Ez utal arra is, hogy a p20-at a neuronok laminin receptora felismeri és koti.
Magasabb koncentracibban a p20 neurotoxikus (>50 uM). Ugyanilyen
tenyészetekben a p20-at albuminhoz (BSA) kétve és laminin helyett alkalmazva a
peptid a nativ lamininhez viszonyitva 60%-ban hatasos a neurit noévekedés
viszonylataban. Mivel a peptid nem teljesen veszi at az intakt laminin szerepét
valészinl, hogy mas laminin-domén(ek) is részt vallal(nak) a kélcsénhatasokban.
Feln6tt egerek cerebrospinalis folyadékaban nanomolaris nagysagrendben van jelen
oldhat6 laminin, ami agyi proteolitikus folyamatok révén keriilhet oda és lehet, hogy
ennek természetes befolyasa van funkcionalis, és/vagy patolégias folyamatokra. A
p20-nak lehet gyakorlati jelentésége, mivel 107 mélnyi mennyisége is, kisérletileg
bizonyitottan, stimulalé hatast a neurit névekedésre.
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Osszefoglalas

Az optikai tisztasag az élet alapveté feltétele és megkiilénboztetd
tulajdonsaga, ami a genetikai kod mellett k6z6s minden foldi él6 szervezetben. Az
élettelen és él6 kozotti egyik leglényegesebb valasztéovonal a tiikérszimmetria
sérilése az él6 organizmusokban: az élettelenekre jellemzé jobbos-balos, D- és
L-izomer parokbdl az élékben csak az L-aminosavakat, illetve D-cukrokat talalunk.
Lehet, hogy az evollcié soran a mai szimmetria-viszonyoknak megfeleld allapotok
elénybsebbek voitak, a ma nem-természetesnek mondottaknal, de az is lehet, hogy
fizikai-kémiai kélcsénhatasok toltdak el az egyensulyt a mai éléknek megfelelé
iranyba.

Pozitron annihilaciés kisérletekben a triplet pozitronium képzés
valésziniiségét D-aminosav izomerekben nagyobbnak talaltak. Az ebbél kdvetkezd,
D- és L-izomerekben eltéré6 spinmegoszlas elméleti magyarazatara sziletetett a
helikalis elektrongaz modell. Az eimélet szerint optikai antipédokba épitett B-bomlé
izotop eltéré bomlasi alland6ibél az optikai izomerek kilénbségét leiré w, dimenzié
nélkuli érték hatarozhaté meg. Kisérleti bizonyitasra feniletilamin és tirozin optikai
izomer-parokat jeleztiink Br®2-vel. KBr®? szolgalt kontrollként, amelyben 35.61 + 0.02
6ra felezési idét hataroztunk meg. Az izomer-molekulakbél nyert adatokbél w felsé
értékére tudtunk becslést adni: w < 1.5 x 10°, amibdl < 3.36 % spinpolarizacié
vezethet6 le optikai izomer-parokra.

Kétféle gazkromatografias médszert hasznaltunk aminosav optikai izomer
aranyok meghatarozasara: (1) L-mentollal allitottunk el6 a D- és
L-aminosav-észtereket, valasztottunk el szimmetrikus megoszto-fazison, illetve (2) N-
trifluoroacetil-aminosav-metil- és i-propil-észterek formajaban optikailag aktiv diamid
fazison (N-lauril-L-valil-t-butilamid). Az él6kben az optikai tisztasag fenntartasa
energiaigényes folyamat, tehat a halallal megkezdédik az entrépia névekedés, az
optikailag aktiv anyagok racemizalédasa Az aminosav racemizacio interkonverziéval
térténik ugy, hogy az optikailag tiszta aminosavak a-protonjanak leadasaval
keletkezé planaris karbanionok protont fogadhatnak a sik mindkét oldalan, tehat L-
és D-aminosavak is létrejohetnek. Egy aszimmetria centrumot tartalmazé
aminosavaknal a folyamat elsérend(i. Aminosav racemizaciés adatok alkalmasak

paleontolégiai, paleoantropoldgiai, térvényszéki orvosi és patolégiai adatok



szerzésére is. Paleontolégiaban, ha mas moédszer szolgaltatja a kort, akkor az
atlagos paleotemperatira szamithat6. Orvosi vonatkozasban bizonyos fejlédési és
altalaban az oOregedési folyamatok, bizonyos betegségek, daganatok esetén
felszaporodé D-aminosavak jelenthetnek hasznalhatd informaciét. Uj adat, hogy
emberi szemlencsék crystallinjanak oA-alegységén belil a 151-es poziciéban
talalhaté aszparaginsav, a varhaté értékhez képest sokkal nagyobb mértékben
fordulhat el6 D-formaban. Kuldnleges kiralis tér léte valészinlsitheté az Asp-151
korul és sztereoinverziés mechanizmus az atalakulasra. Hasonlé alapu jelenségek
masutt is eléfordulhatnak él6 szervezetekben, aminek jelentésége nehezen
becsulheté meg, mert elvileg letalis kévetkezményekkel is jarhatnak.

Az egyik laboratériumi evoluciés modell-rendszer a termalis peptideké,
amelyeket aminosav-keverékek olvadékaibdl lehet eléallitani. Vulkanok, hévforrasok
kérnyékén prebiolégiai, evollcioés létjogosultsagat valdszindlsitették. Nem-véletlen
kapcsolodasi tendenciakat feltételezve glutaminsavat és lizint (1:1) polimerizaltattunk.
Tisztitas utan egy 9.64 kD atlag molekulasilyt ésszetett polimer-keveréket kaptunk,
amelyet tripszinnel kezeltink. A hasitasi termékeket ioncserélé vékonyrétegen
valasztottuk el. 5-nél nagyobb tagszamu hasitasi termék nem volt kimutathato.
Szignifikans eltérést kaptunk a teljesen véletlen kapcsolédasok alapjan szamitott
(vart) és a kisérletekben talalt hasitasi termékek statisztikajaban.

16800, kiilonb6ézé (természetes, véletlenszerlien gyuijtott) eredetli kvarc
egykristaly atlagaban 1 szazalékkal tébb balos kristalyt talaitak, ami a szignifikanciat
illetéen nem all ki szigoru statisztikai prébat, de nem is zarja ki, hogy az emlitett
felesleg létezhet. Vizes kézegben mar korabban kizartak az optikailag aktiv asvanyok
aszimmetria okozé hatasat. Megvizsgaltuk, hogy nem-vizes kézegben, amilyenek a
termalis peptidek olvadékai, lehet-e a polimerekben optikai aktivitast generalni.
Szintetikus, optikailag aktiv kvarc egykristalyokbdl allitottunk elé homokot és ezek
jelenlétében polimerizaltatunk glicint és DL-lizint. A keletkezett polimereket tisztitottuk
és optikai aktivitasukat a Kuhn-féle anizotrépia faktorral kivantuk jellemezni, de a
szimmetrikus kontrollokhoz képest nem kaptunk eltérést, tehat kizartuk az optikailag
aktiv kvarcok aszimmetria okoz6 szerepét. Legals6 méréshatarunk az anizotrépia
faktorra 3x10® volt, amihez technikailag meg kellett oldani, hogy a cirkularis
dikroizmus mérésére szolgalé berendezéssel az optikai abszorpcié egyidejlileg
legyen meghatarozhat6, de sikeriilt a rendszert linearis dikroizmus mérésére is
alkalmassa tenni és az (jj megoldast szabadalmaztatni.
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Megvizsgaltuk, hogy enzimmiikédésre specializalodott fehérjékben
aminosav-szomszédok, illetve tavolabbi parok vonatkozasaban a véletlen alapon
varhato eloszlastol milyen eltérések adédnak. A kozvetlen parokat illeté kivételek két
nagy csoportba sorolhatéak: az atlagnal sokkal gyakrabban el6fordulé parok
csoportja, illetve a masik végletet azok képezik (33 par), amelyek egyaltalan nem
fordulnak el6 az adatbazisban.

Az elméleti meggondolasokon til, vagy egyidejlileg tébb kisérleti
kdvetkeztetést is levontunk fehériek szerkezetére és miikodésére vonatkozéan.
Membranba agyazott fehérjék cirkularis dikroizmus spektroszkopiai médszerekkel
torténd szerkezetvizsgalata tobb zavard tényezé miatt nehéz. A leglényegesebb
spektrumtorzitd hatas az optikai abszorpciés adatokat kisebbiti, a spektrumot
ellapitja. Ennek oka, hogy hig szuszpenziékban az elemi fény-nyalabocskak eltéré
szamu részecskével talalkozhatnak. Médszert ismertetink ennek az un. lapulasi
(flattening)  hatasnak  korrekciéjara, = aminek révén  membranfehérjék
szerkezetvizsgalata lehetségessé valik. Harom, a dolgozatban leirt példabdl egy:
patkany sziv-sarcolemma Mg*-ATPaz szerkezetének &s mikodésének
Mg?*-koncentracio fiiggés vizsgalata alapjan a Mg**-okozta masodlagos szerkezeti
modulaciénak Iényeges szabalyozé szerepe van az ATP-az aktivitasaban.

A morfinnal analég hatast természetes penta-peptidek (enkefalinok:
tyr'-gly?-gly*-phe*-met®, vagy —leu®) kozvetlentl nem adhatéak fajdalomcsillapitasra,
mert enzim-hatasra perceken bellll inaktivalédnak. Nem-természetes aminosavak
alkalmazasa a kettes pozicibban megoldja ezt a problémat, mert az enzim a
peptid-kétést nem ismeri fel, s6t (jellemzben) a szintetikus termék bioldgiai aktivitasa
is n6. QSAR vizsgalatok keretében két bioldgiai receptor felhasznalasaval képeztiink
bioszenzort, amellyel szintetikus enkefalin-jellegi molekuldk (D-aminosav?)
hataserésségét kvantifikaltuk. A hasznalt molekulak cirkularis dikroizmus adataibdl a
molekulak merev illetve flexibilis szerkezetére vonatkozéan szamszer(isitettlink
értékeket. Az Osszefuggések elemzésével két, kilénb6zé peptid-receptor
kolcsdnhatast irtunk le, amit kés6bb megerdsitettek az irodalomban.

Egy fehérje aminosav sorrendje ©6nmagaban a nativ szerkezet
kialakulasahoz szilkséges informaciék jelentés részét tartalmazhatja. Ismert
szerkezetekb6l megismert szabalyszer(iségek altalanositasaval és alkalmazasaval
ismeretlen szekvenciakon is hasznalhaté becsléseket tehetiink, amelyek modellek,
munkahipotézisek alapjaul szolgalhatnak. Statisztikai, sztereokémiai és mas fizikai--
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kémiai megfigyeléseken alapulé Osszetettebb programot irtunk, amely nagy
szabadsagot ad a felhasznalénak az aminosav-szekvencidk komplex analizisére.
Példakon mutatiuk meg, hogy mit tartunk fontosnak, illetve fontosabbnak egy-egy
dontés meghozatalanal.

Tobbek kozétt a HIV-1 gp41-fehérjét analizaltuk az emlitett programmal,
aminek eredménye az un. A15-peptid, amely HIV-1 fert6zés detektalasara
alkalmasnak bizonyult ELISA-tesztekben és AIDS-diagnosztikai célt felhasznalasra
kézforgalomba keriilt (Labsystems).

Elemeztilk az egér laminin B2-lancat és ebbdl a p20-ként azonositott
dekapeptidrél derdilt ki, hogy szimulalja a laminin neurit névekedést el6segitdé hatasat
(alacsonyabb koncentraciéban). A p20 magasabb koncentraciéban neurotoxikus.

Néhany elméleti kérdés vizsgalatan tul — lehetséges, idénként igazoltan
hasznos — gyakorlati vonatkozasokat igyekeztem ¢&sszefoglalni dolgozatban, a
teliesség igénye nélkill, de a targyalt teriileteken valéban hasznalhaté informacié
atadasanak szandékaval.
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SUMMARY

SOME NON-RANDOM TENDENCIES IN (PRE)BIOLOGICAL
EVOLUTIONARY PROCESSES AND THEIR USEABILITY IN
BIOTECHNOLOGY

The optical purity is a very basic, distinctive feature of the life. In addition to
the genetic code, this is common in every living system on Earth. One boundary
between the living and lifeless is the mirror symmetry violation in living organisms.
In living systems only L-amino acids and D-sugars are present instead of the D-L
equilibrium, which is typical for the lifeless Nature and actually this could have been
the situation at the start of the (pre)biological evolution. There are two groups of the
main possibilities to reach the present biological asymmetry: some kind of basic
preference existed in the isomers favoring our recent asymmetry, or starting from real
equlibrium, physico-chemical interactions shifted the isomer ratios to the direction of
the present living systems.

From positron annihilation experiments the triplet positronium forming
probabilty was found to be higher in D-amino acid isomers then in their mirror image
pairs. Out of this, different electron spin-distribution was expected in D- and
L-isomers and a helical electron-gas model was developed as possible theoretical
background. According to the theory, if a B-radiating isotop is built to D- or L-optical
isomer molecules then small decay differences can be expected. From these
differences one can estimate a w, dimensionless number representing an intrinsic
difference between the isomer-pairs. Experimentally phenyl-ethylamine and tyrosin
optical isomer pairs were labelled by Br®? and the decay constants were determined
in all samples with the highest available precision. In the control KBr®? sample the
half-life was found to be 35.61 + 0.02 hours. From the data, obtained from isomer
samples, an upper limit estimation was possible: w < 1.5 x 10, or the measure of the
possible spin-polarisation is < 3.36 %.

Two gas-chromatographic methods were put to practice to determine
amino-acid optical isomer ratios: D- and L-amino acid L-menthyl-esters were formed
and the isomers separated on symmetric phases, or N-trifluoro-acetyl-amino acid
methyl- and i-propyl-esters have been separated on asymmetric diamid
(N-lauril-L-valil-t-butylamide) phases. The later method have been found to be better



and more effective. To preserve optical purity in living systems requires energy so
after death the entropy starts to increase, among other break-down processes, the
racemisation of the optically active materials. The amino acid racemisation is
chemically interconversion, when the so called a-proton deposited and a transient
planar-hybrid carbanion structure formed. This structure can be stabilized from both
side by taking an a-proton substitute so actually the original or mirror image molecule
could also be reformed. In case of amino acids with one asymmetric carbon atom
this is a first order process. Amino acid racemisation data can practically be used in
paleontology, paleoanthropology, forensic medicine, pathology and gerontology,
respectively. Sample’s age can easily be determined in general, out of the amino acid
racemisation parameters. If sample’s age is determined by a different method then,
based on the actual racemisation, paleotemperature can be calculated. One should
be careful on samples to be used because there are possible disturbing factors and
these could lead to false results. An interesting news: in older human lenses within
the aA-crystalline subunit at the 151 position there is an aspartic acid which was
found to be over-racemised. Existence of special chiral space is assumed around it to
force stereoinversion. Denaturing the crystalline is damaging the extreme chiral force
and quickly resets an almost normal state. This new recognition could also be valid
and important in more biological processes (actually the consequences could be
lethal in special cases).

The thermal peptides, formed in melted amino acid mixtures are meaning
laboratory model systems today but could have (pre)biological evolutionary
significance around volcanic areas and thermal springs. Glutamic acid and lysin (1:1)
were polimerized, followed by purification and trypsin-treatment. The cleaved
products (up to penta-peptides) were separated and compared to the random
statistical expectations. Significant non-random amino acid coupling tendencies have
been found.

In average of 16800 natural quartz single crystals from different sources a
1 % left-handed surplus was found. In presence of water, optically active quartzes as
possible biological asymmetry sources were already ruled out experimentally. We
have excluded water and formed thermal polypeptides (starting from glycin and
DL-lysine) in presence of synthetic optically active sand. The anisotropy factor was
determined by measuring circular dichroic (CD) and absorption spectra. The results
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were negative, so optical activity was not generated. Technically we have solved to
measure optical density with the same optics and electronics as for CD was given.
At the same time, possibility of high sensitivity linear dichroism measurements (to
study molecular orientations) was realized by a simple but original modification
(patented) in the CD-instrument.

From protein-databases enzyme-sequences were selected and a statistical
survey was performed concerning amino acid pair relationships. Many differences
were found in comparison to random expectations.

Over the theoretical considerations we wanted to measure protein
secondary structure by circular dichroism spectroscopy, not only in clear solutions but
in membrane-embedded cases too. Due to several disturbing factors this is difficult
and practically impossible without proper corrections. In diluted suspensions
minimum the so-called flattening effect (due to the special beamlet-particle statistics)
should have to be taken to account. We describe how to do the flattening correction
of CD-curves in case of three different geometrical models. This method was used in
several published work, for instance proving that Mg?* caused secondary structure
modulation has essential regulatory role in the rat heart-sarcolemmal ATP-ase
activity.

Natural enkephalines (tyr'-gly?-gly®>-phe®met®, or—leu®) can not be
administered for practical use because of their fast enzymatic inactivation. By putting
D-amino acids to the second position this problem is off, typically together with
increased biological activity. Biosensors, with receptors from mouse vas deferens
(MVD) and guinea-pig ileum (GPI), were realized to measure morphine-like biological
- activities. A peptid molecular rigidity. related value was generated from circular
dichroic spectroscopic data. In a QSAR-study on several synthetic enkephaline-like
peptides, existence of two different receptor-substrate interaction were realized,
actually the receptor on the GPI prefers more rigid structures, while the
MVD-receptor acts almost similarly with rigid and flexible molecules.

The amino acid (primary) sequence of a protein holds considerable
information on the higher level native structure. Common rules can be deducted and
generalized from known protein structures. Sometimes these rules are also
applicable on evolutionary questions to answer or get closer to understand. These
rules, especially in selected combinations can help structural and functional
. .predictions to.make. Based on statistical, sterochemical and other physico-chemical
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observations a complex computer program was developed giving extensive freedom
to the user.

Among others HIV-1 gp41 membrane-protein sequence was analyzed with
the program, mentioned above. A so-called A15-peptid (SGKLICTTAVPWNAS) was
recognized, found to be useful in ELISA-tests to diagnose AIDS and finally
commercialized by Labsystems (Finland).

Out of the mouse laminin B2-chain a decapeptid (p20, RNIAEIIKDI) was
selected helping neurite outgrowth at lower concentration and found to be selectively
neurotoxic at higher concentration.

Of course there is some scatter in the material above but | hope to have my
intentions clear for the reader to reach practically useful conclusions of theoretical
results coming from the wider field of biological evolution and around the
instrumentation used during the experiments.
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100°...PROTEIN STRUCTURAL PREDICTION (v. 2.0)
101°..PROGRAM BY J.SOOS, INST. OF BIOPHYSICS, BIOL. RES. CTR.
102°..H-6701 SZEGED, P.O.B. 521, HUNGARY

110 DIM SEQS$(2000),TS$(20),X(1),Y(1),Z(1),51(1),CO(1),STD$(1),STD(26),SF(1,1)
120 FO$="STDATA.LST:QWS$="OUTPUT.DAT:PR%=0

130 DEFINT LJKL,N

140 KEY OFF

150 SCREEN 3

160 CLS:PRINT "HYDROPHOBIC MOMENT PLOT AND PARAMETER AVERAGING
(~hydroplot~)

170 PRINT:PRINT "1  Hydrophobic moment plot”

180 PRINT "2  Averaging’

190 PRINT "3 Read a sequence”

200 PRINT "4 Parameter/sequence list®

210 PRINT *S Edmundson wheel/sheet”

220 PRINT "6 ",CHR$(230);"(deg)"

230 PRINT "7 Printer (";:IF PR%=0 THEN PRINT "OFF";:GOTO 250
240 PRINT “ON";

250 PRINT *)*

260 PRINT "8  Correlation coefs.”

270 PRINT "9  Folding probability"

280 PRINT "0 Chain flexibility”

290 PRINT *; Quit" .

m PRIN'I- l.....SELECr (main): n;

310 ON ERROR GOTO 5990

320 AS=INKEYS$:IF LEN (A$)=0 THEN 320

330 IF ASC(AS) <48 OR ASC(AS)>59 THEN 160

340 PRINT AS

350 ON (ASC(AS)-47) GOTO 2400,360,480,690,720,1020,1100,1160,1180,2190,2730
360 *...hydrophobic moment

370 GOSUB 5970

380 INPUT "RESIDUE/TURN “;RP:DEG=360/RP

390 FF%=1:GOSUB 2740’ ...get the standard parameters

400 GOSUB 3930 *convert the sequence

410°...looking for transmembrane segments

420 WIN%=21:5T%=1:EN%=N-20:GOSUB 2930

430 GOSUB 4000

440 WIN%=11:8T%=1:EN%=N-10:GOSUB 2930

450 GOSUB 3060:BEEP

460 GOSUB 4490

470 AS=INKEYS:IF LEN (A$)=0 THEN 470

480’ ...AVERAGING

490 SCREEN 3

500 GOSUB 5970

510 PRINT "AVERAGING [;SN$;"}] N="N

520 INPUT *Parameter no. “;FF%

530 INPUT “Window ";WIN%

540 W1% =(WIN%-1)/2

550 ST%=1:EN%=N-WIN%+1

560 GOSUB 2740

570 GOSUB 3930

580 GOSUB 2930

590 GOSUB 5150 * min & max

600 PRINT "SET FOR PLOTTING":INPUT "min= ";MIN:INPUT "max= ";MAX

610 INPUT "Points from ",FROM%:INPUT "to ", T1%5:INPUT "~zero~ = ",ZERO

620 IF T1%>(EN%) OR FROM%<1 OR FROM>TI% THEN PRINT "Out of range*:GOTO 610
630 RANGE%=TI1%-FROM%

640 IF RANGE%> 600 THEN PRINT "Scgment is too large to plot.:GOTO 610

650 BS="["+SN§+*] AVERAGING ("+STRS(WIN%)+") {*+LEFTS(NNS,15)+"}*

660 C$="X ("+STRS(FROM% +W195)+" to *+STRS(T1% +WI%)+") Y ("+STRS(MIN)+" to
*+STRS(MAX)+") ~zero line~ at "+STRS(ZERO)

670 CLS

680 GOSUB 5230

690 °..... read a sequence

700 GOSUB 3650

710 GOTO 300

730 CLS:PRINT "1  Parameter list:PRINT 2  List of sequence names":PRINT "ELSE return to
main menu":PRINT "***** SELECT =,

740 AS=INKEY$:IF LEN (A$)=0 THEN 740

750 IF ASC(AS) <49 OR ASC(AS$)>50 THEN 160

760 PRINT ASC(AS)-48

770 ON ASC(AS)-48 GOTO 780,930

780 °....parameter list....

790 ERASE STDS:DIM STD$(26)

800 OPEN *R",#1,"STDATA.LST",164

810 FIELD #1,1 AS F$5,54 AS NS

820 FOR 1%=1TO 26

830 FIELD #1,(51+4°1%) AS OFFSETS,4 AS STD$(1%)

840 NEXT 1%

850 FOR CODE%=1 TO 100

860 GET #1,CODE%

870 IF F$< >CHRS$(0) THEN 890

880 PRINT CODE%,NS:IF PR%=1 THEN LPRINT CODE%,N$
890 NEXT CODE%

900 CLOSE #1

910 ERASE STDS$:DIM STD$(1)

920 GOTO 300

930 °......directory......

940 A=0

950 OPEN *I",1,"SEQUENCE.DAT"

960 WHILE NOT EOF(1)

970 LINE INPUT #1,SN§

980 IF LEFT$(SNS$,1)="*" THEN A=A+ L:PRINT USING "### "A;:PRINT MID$(SNS$,2):IF
PR%=1THEN LPRINT USING "### *,A;;LPRINT MID$(SNS,2)
990 WEND

1000 CLOSE #1

1010 GOTO 300

1020 * Edmundson

1030 GOSUB 5970

1040 FF% =1:GOSUB 2740:GOSUB 3930

1050 PRINT "Helix (H), sheet (S) or main menu? *;

1060 A$=INKEYS:IF LEN(AS)=0 THEN 1060

1070 IF AS="H" OR AS="h" THEN GOSUB 5460:GOTO 1050
1080 IF A$="S" OR A$="s" THEN GOSUB 5590:GOTO 1050
1090 GOTO 160

1100 Moment & angle dep.

1110 GOSUB 5970



1120 PRINT "Hydrophobic moment calc. in 10 degrees res. (80-180)"
1130 INPUT "Window= ",WIN%

1140 FF%=1:GOSUB 2740:GOSUB 3930:GOSUB 5760

1150 LOCATE 23,1:PRINT SNS,,"[WINDOW = “;WIN%;"]":KEY (1) ON:KEY (2) ON:GOTO 5420
1160 IF PR%=0 THEN PR%=1 ELSE PR%=0

1170 GOTO 160

1180 *...Correlation coefs.

1190 RESTORE 1200

1200 DATA 10,6,7,12,13,14,15,16,17,18,19

1210 READ MNZ%:ERASE SI:DIM S1(MN%)

1220 FOR 1=1TO MN%:READ SI(I):NEXT I

1230 CLS

1240 PRINT* CORRELATION COEFS."

1250 PRINT *1 Parameter set (N=";MN%;") p: ":FOR 1=1TO MN%:PRINT SI(I);:NEXT L:PRINT
1260 PRINT "2 File specification [;QWS;"] (content cleared by 3 & 4)
1270 PRINT "3 Autocorrelation”

1280 PRINT "4 Crosscorrclation”

1290 PRINT "5  Plot from the specified file"

1300 PRINT "6 Main menu®

1310 PRINT "****SELECT (cor.coefs.) *;

1320 AS=INKEYS:IF LEN(AS) =0 THEN 1320

1330 A% =ASC(AS)-48:IF A% <1 OR A%>6 THEN 1230

1340 PRINT A%:DATIM$ = DATES$ +" "+TIMES

1350 ON A% GOTO 1360,1400,1430,1570,1730,300

1360’ parameter set

1370 INPUT "How many parameters “;MN%

1380 ERASE SL:DIM Si(MN%)

1390 FOR I=1TO MN%:PRINT I,:INPUT SI(I):NEXT I:GOTO 1310
1400° file spec.

1410 INPUT "Drive, dir, file: *,QW$

1420 GOTO 1310

1430’ autocor

1440 GOSUB 3650’ seq. read

1450 INPUT "Lags: *,.L

1460 ERASE X,Y:DIM X(N),Y(L-1)

1470 OPEN "0",4,QWS

1480 PRINT #4,"AUTOCORRELATION":PRINT #4,SN$:PRINT #4,MN%:PRINT #4,L
1490 FOR P%=1TO MN%:FF%=SI(P%):PRINT #4,FF%:NEXT P%
1500 FOR P%=1TO MN%:FF%=SI(P%)

1510 GOSUB 2740 ° std. data read °

1520 GOSUB 3930’ seq. conv.

1530 GOSUB 3270’ autocor

1540 IF Y(0)=0 THEN PRINT "ERROR":GOTO 1310

1550 FOR J=1TO L-1:PRINT #4,Y(J):NEXT J

1560 NEXT P%:CLOSE #4:BEEP:PRINT "Ready:", DATIMS;" - ;DATES;" “TIME$:GOTO 1310
1570 °...Crosscor

1580 INPUT “Shorter sequence number: ", SHORT%

1590 INPUT "Longer sequence number: ",LONG%

1600 I1=SHORT%:GOSUB 3690:5SN$ =SN$:M=N

1610 I=LONG%:GOSUB 3690

1620 L=N-M+1

1630 ERASE Y,Z:DIM Y(L-l),Z(M)

1640 OPEN "0"4,QWS$

1650 PRINT #4,"CROSSCORRELATION":PRINT #4,SN$+" & " +SSNS:PRINT #4, MN%:PRINT
#4,L

1660 FOR 0% =1 TO MN%:FF% =S1{0%):PRINT #4,FF%:NEXT 0%

1670 FOR 0% =1 TO MN%:FF% =S1(0%):GOSUB 2740

1680 1=SHORT%:GOSUB 3690:ERASE X:DIM X(N):GOSUB 3930:FOR P%=1TO
N:Z(P%)=X(P%):NEXT P%

1690 1=LONG%:GOSUB 3690:ERASE X:DIM X(N):GOSUB 3930

1700 GOSUB 3470:IF Y(0)=0 THEN PRINT "ERROR":GOTO 1310

1710 FOR P%=1 TO L-1:PRINT #4,Y(P%):NEXT P%

1720 NEXT 0%:CLOSE #4:BEEP;PRINT "Ready:",DATES, TIMES:GOTO 1310
1730 Corr.coef. plot from file

1740 OPEN "I"4,QWS

1750 INPUT #4,TYPES:INPUT #4,SNS:INPUT #4,MN%:INPUT #4,L

. 1760 ERASE SI:DIM SI{(MN%)

1770 FOR I=1 TO MN%:INPUT #4,SI(I):NEXT I

1780 PRINT "File: ";QWS$:PRINT "Type: *;TYPES, Scquence(s): " SNS: PRINT "Data for “;MN%;"
different parameters.”PRINT "The corresponding numbers in the ~STDATA.LST~ file are: “FOR
I1=1 TO MN%:PRINT SI(I);:NEXT LPRINT

1790 PRINT :PRINT* PLOT"PRINT "1 One function:PRINT "2 Average"PRINT "3 Menu
(cor.coefs.)"

1800 PRINT "*****SELECT (plot) ";

1810 A$=INKEYS$:IF LEN (A$)=0 THEN 1810

1820 A% =ASC(AS)-48:IF A% <1 OR A%>3 THEN BEEP:GOTO 1810:ELSE PRINT A%
1830 ON A% GOTO 1840,1900,1310

1840 INPUT "No. ",NO%

1850 ERASE Y:DIM Y(L-1):PARS=STR$(NO%)

1860 FOR I=1 TO MN%:IF NO% =SI(I) THEN FOR P%=1 TO L-LINPUT #4,Y(P%):NEXT
P%:CLOSE #4:GOTO 2090

1870 FOR P%=1 TO L-LINPUT #4,Q:NEXT P%

1880 NEXT I

1890 PRINT "No corresponding data found (p: ;NO%;").":CLOSE #4:GOTO 1740

1900 PRINT "Average of all (A) or several (S) results? *;

1910 AS=INKEY$:IF LEN (A$)=0 THEN 1910

1920 IF A$="A" OR A$="a" THEN 2060

1930 IF A$="S" OR A$="s" THEN 1950

1940 BEEP:GOTO 1800

1950 PRINT AS:INPUT "How many parameters? ",MMN%:PRINT "Type the parameter numbers (in
sequence!)”

1960 IF MMN%>MN% THEN 1940

1970 ERASE CO:DIM CO(MMN%):PARS=""FOR I=1 TO MMN%:PRINT L:INPUT
CO(I):PARS=PARS +" "+ STRS(CO(I)):NEXT I

1980 ERASE Y:DIM Y(L-1)

1990 FOR =1 TO MMN%

2000 FOR J=I TO MN%:IF CO(I) =SI{(J) THEN FOR Ii=1 TO L-LINPUT

#4,0:Y(I) = Y(I) + Q:NEXT IL:GOTO 2030

2010 FOR 11=1 TO L-L:INPUT #4,Q:NEXT 11

2020 NEXT J:PRINT "No corresponding data found (p: “;CO(I);")."CLOSE #4:GOTO 1740

2030 NEXT 1

2040 FOR I=1TO L-1:Y(1) = Y(I)/MMN%:NEXT |

2050 CLOSE #4:GOTO 2090

2060 PRINT AS:ERASE Y:DIM Y(L-1):PARS=""

2070 FOR 1=1 TO MN%:PARS=PARS+" "+STR$(SI(1)):FOR J=1 TO L-:INPUT
#4,Q:Y(J)=Y(J) + Q:NEXT J:NEXT I

2080 FOR I1=1TO L-1:Y(I) = Y(I)/MN%:NEXT I:CLOSE #4



2090 ST%=1:EN%=1-1:GOSUB 5150:Y(0) =1

2100 PRINT "SET FOR PLOTTING"INPUT "min= ";MIN:INPUT "max= ";MAX
2110 INPUT "Points from *,FROM%:INPUT "to ",T1%:ZERO =0

2120 IF T1%>EN% OR FROM% <0 OR FROM>TI% THEN PRINT "Out of range”:GOTO 2110
2130 RANGE% =T1%-FROM%

2140 BS="["+SN$+"] “"+TYPES

2150 C$="X ("+STRS(FROM%) +" to " +STRS(T1%) +") {lags} Y ("+STRS(MIN)+"to
»+STRS(MAX) +°)"

2160 CLS

2170 LOCATE 22,5:PRINT "p:";PARS;

2180 GOSUB 5230

2190".....Folding

2200 GOSUB 5970

2210 ERASE X,Y,S1,CO

2220 DIM Y(N-3),X(26),51(26),CO(26)

2230 FF%=8:GOSUB 2740:FOR 1=1 TO 26:X(I)=STD(I):NEXT1 °(I)

2240 FF%=9:GOSUB 2740:FOR I=1 TO 26:SI(T)=STD(I):NEXT I * (I1+1)

2250 FF%=10:GOSUB 2740:FOR 1=1 TO 26:CO(I)=STD(I):NEXT 1" (1+2)

2260 FF%=11:GOSUB 2740 ' (1+3)

2270 FOR 1=1TO N-3

2280 Y(I)=X(ASC(SEQS(I))-64)*SI(ASC(SEQS(I +1))-64)*CO(ASC(SEQS(1 + 2))-
64)*STD(ASC(SEQS(1+3))-64)

2290 NEXT 1

2300 ST% =1:EN%=N-3:GOSUB 5150

2310 PRINT "SET FOR PLOTTING":INPUT "min= ";MIN:INPUT “max= "“;MAX
2320 INPUT "Points from ", FROM%:INPUT "to *,T1%:ZERO = 00005

2330 IF T1%>(EN%) OR FROM% <1 OR FROM>TI% THEN PRINT "Out of range™:GOTO 2320

2340 RANGE%=TI%-FROM%

2350 IF RANGE%>600 THEN PRINT "Segment is too large to plot.:GOTO 2320
2360 BS="T+SN$+"] FOLDING PROBABILITY"

2370 C$="X ("+STR$(FROM%)+" to "+STRS(TI%) +") Y ("+STRS(MIN)+" to
"+STR$(MAX)+") threshold: "+STR$(ZERO)

2380 CLS

2390 GOSUB 5230

2400 °".....CHAIN FLEXIBILITY.....

2410 GOSUB 5970

2420 FF%=23.GOSUB 2740:GOSUB 3930 °seq. conv. (rigid/flexible)
2430 ERASE CO,SF:DIM CO(7),SF(2,26)

2440 RESTORE 2450

2450 DATA .25,5,.75,1,.75,.5,.25

2460 FOR 1% =1 TO T:READ CO(1%):NEXT 1%

2470 FOR 1G%=0TO 2

2480 FF%=20+1G%:GOSUB 2740

2490 FOR 1% =1 TO 26:SF(1G%,1%)=STD(1%):NEXT 1%

2500 NEXT 1G%

2510 FOR 1% =2 TO N%-1

2520 1G% = X(1%-1) + X(1%+ 1)

2530 X(1%-1) =SF(1G%,ASC(SEQ$(1%))-64)

2540 NEXT 1%

2550 ERASE Y:DIM Y(N%-S)

2560 FOR 1% =0 TO N%-9

2570 PRED=0

2580 FORJ%=1TO 7

2590 PRED=PRED + X (1% +J%)*CO(3%)

2600 NEXT 1%

2610 Y(1% +1)=PRED/4

2620 NEXT 1%

2630 ST%=1:EN%=N%-8:GOSUB 5150

2640 PRINT "SET FOR PLOTTING™INPUT "min= "MIN:INPUT "max= ";MAX

2650 INPUT *Points from ",FROM%:INPUT "to ", T1%:ZERO=1

2660 IF T1%>(EN%) OR FROM%<1 OR FROM>TI% THEN PRINT "Out of range”:GOTO 2650
2670 RANGE% =T1%-FROM%

2680 IF RANGE%> 600 THEN PRINT "Segment is too large to plot."GOTO 2650

2690 BS="["+SNS+"] (C"+CHRS (224)+*) CHAIN FLEXIBILITY"

2700 C$="X ("+STRS(FROM%+4)+“ to "+STR§(TI%+3)+") Y ("+STRS(MIN)+" to
"+STR$(MAX)+") ~zero line~ at "+STRS(ZERO)

2710 CLS

2720 GOSUB 5230

* 2730 KEY ON:CLOSE:END

2740°....STANDARD DATA TO STD(26).....

2750 file specnﬁcatlon in FOS$ (default=A:STDATA.LST), subfile code= FF%
2760° data return in STD(26) & NS holds the name and comment

2770° STDS$(1) & STD(26) should be dimensioned in the main program
2780° { value= STD(ASC(AA-code)-64) ]

2790 IF FO$ < >" THEN FF$=FOS$ ELSE FF$="A:STDATA LST"

2800 ERASE STD$:DIM STD$(26)

2810 OPEN "R",#1,FF$,164

2820 FIELD #1,1 AS F$,54 AS N§

2830 FOR 1%=1TO 26

2840 FIELD #1,(51+4°1%) AS OFFSET$,4 AS STD$(1%)

2850 NEXT 1%

2860 GET #1,FF% v
2870 IF F$ < > CHR$(0) THEN PRINT "EMPTY SUBFILE.":GOTO 300

2880 NN$=NS:PRINT N$

2890 FOR 1% =1 TO 26:STD(1%) = CVS(STD$(1%)):NEXT 1%

2900 ERASE STD$:DIM STDS(1)

2910 CLOSE #1

2920 RETURN

2940 ' numerical vector X(N), result returns in Y(N-WIN+ 1), N=res. number
2950° WIN%=averaging group length, ST% = start [min=1}

2960’ EN%=end {max=N-WIN%+1] N
2970 ERASE Y:DIM Y(N-WIN%+1)

2980 FOR 1%=ST% TO EN%

2990 SUM=0

3000 FOR J%=1% TO 1%+ WIN%-1

3010 SUM=SUM+X(J%)

3020 NEXT 1%

3030 Y(I%)=SUM/WIN%

3040 NEXT 1%

3050 RETURN

3060 .....SUBROUTINE HYDROMOM.....

3070° numerical vector X(N%), result returns in Z(), N=res.number

3080 WIN%=segment length, ST%= start, EN%= end, DEG =degree (in deg)
3090 ERASE Z,S1,CO:DIM Z(EN%-ST% +1),SI(WIN%),CO(WIN%)

3100 RAD =DEG*.017453293#

3110 FOR 1% =1 TO WIN%

3120 DN=RAD"1%



3130 SI(1%)=SIN(DN) 3670 'from ~SEQUENCE.DAT~ (sequential) file. Residuc number returns in N.

3140 CO(1%)=COS(DN) 3680 INPUT "Enter sequence number to read: "1

3150 NEXT 1% 3690 OPEN "I #1,"SEQUENCE.DAT"

3160 FOR 1%=8T% TO F.N% 3700J=0

3170 $S=0:CC=0 3710 WHILE NOT EOF(1)

3180 FOR J%=1TO WIN% 3720 LINE INPUT #L,T$

3190 IL%=1%-1+] 3730 IFLEFT$(T$,1)="*"THENJ=J+1

3200 §8=85+X(IL%)*SI(J%) 3740 IF J=1 THEN SN$=MIDS$(T$,2):GOTO 3790

3210 CC=CC+X(I1L%)*CO(3%) 3750 WEND

3220 NEXT )% 3760 CLOSE #1

3230 $§=85"2:CC=CC"2 3770 INPUT "File not found. Another trial ;AS

3240 Z(1%) =SQR(SS + CC) /WIN% 3780 IF AS="y" OR AS="Y" THEN 3680 ELSE END

3250 NEXT 1% 3790 LINE INPUT #1,COMMS$

3260 RETURN . 38001=1

3270°....SUBROUTINE AUTOCOR..... 3810 LINE INPUT #1,TS$(I)

3280 *data from X(N), result goes to Y(L-1), L<N, autocovariances are calculated 3820 IF RIGHTS$(TS$(I),1) < >"." THEN I=1+1:GOTO 3810
3290 *for lags 0,1,2,....(L-1) 3830 CLOSE #1

3300 IF N< =L THEN PRINT "N< =L in ~AUTOCOR~"Y(0)=0:RETURN 3840 I=1:K=0

3310 FOR T%=0TO (L-1) 3850 FOR J=1 TO LEN(TS$(I))

3320 X1=0:X2=0:X3=0:X4=0:X5=0 3860 K=K+1

3330 FOR 1=1 TO (N-T%) 3870 SEQ$(K)=MIDS(TSS(I)J,1)

3340 X1=X1+X(I):X2= X2+X(1+T%) 3880 NEXTJ

3350 NEXT 1 3890 IF RIGHTS(TS$(I),1) < >"." THEN I=1+1:GOTO 3850
3360 X1=X1/(N-T%):X2=X2/(N-T%) 3900 N=K-1

3370 FOR I1=1TO (N-T%) 3910 PRINT *[*;SN$;’} N="N

3380 X3 =X3+(X(I)-X1)*(X(I+T%)-X2) 3920 RETURN

3390 POW =X(I)-X1 3930°.....SEQUENCE CONVERSION.....

3400 X4=X4+POW"2 3940 *data from SEQ$(2000), values to X(N)

3410 POW = X(1+ T%)-X2 3950 ERASE X:DIM X(N)

3420 X5=X5+POW"™2 3960 FORI=1TON

3430 NEXT 1 - 3970 X(I)=STD(ASC(SEQ$(I))-64)

3440 Y(T%) =X3/SQR(X4*X5) 3980 NEXT I

3450 NEXT T% 3990 RETURN

3460 RETURN 4000 °...locating transmembrane candidates

3470 ".....SUBROUTINE CROSSCOR..... 4010 NN=N-WIN%+1

3480 *data from X(N) and Z(M), result goes to Y(L-1), L<N 4020 NI=0" count value(s) over 0.42

3490 'crosscovariance is calculated for lags of 0,1,2,....,(L-1) 4030 FOR I=1TO NN

3500 IF N< =L THEN PRINT "N< =L in ~CROSSCOR~."Y(0)=0:RETURN 4040 IF Y(I)>.42 THEN NI=Ni+1

3510 FOR T%=0TO (L-1) 4050 NEXT I

3520 X0=0:X1=0:X2=0:Y1=0:Y2=0 4060 IF NI=0 THEN 4470

3530 FOR B%=1TOM 4070°

3540 1=T%+B%-1 4080 ERASE S1,CO:DIM SI(NI),CO(NTI) * SI() = value(s) over 0.42, CO()= location
3550 X0=X0+X(I)*Z(B%) 4090 11=0

3560 X1=X1+X(I) 4100 FOR [=1TO NN

3570 X2=X2+X(I)"2 4110 IF Y(1)>.42 THEN II=11+1:SI{IT) = Y(I):CO(II) =1 fill SI() & CO()
3580 Y1=Y1+2Z(B%) 4120 NEXT I

3590 Y2=Y2+Z(B%)"2 4130 IF NI=1 AND SI(1)<.68 THEN 4470

3600 NEXT B% 4140 IF NI=1 THEN PRINT "One transmembrane candidate: ";,CO(1);"-";CO(1) +20:GOTO 4480
3610 RES = (M*X2-X1"2)*(M*Y2-Y1'2) 4150 IF NI=2 AND (SI(1)+51(2)) <1.1 THEN 4470

3620 Y(T%) =(M*X0-X1*Y1)/SQR(RES) 4160°

3630 NEXT T% 4170 FOR 1=1 TO NI-1" order by MAX

3640 RETURN 4180 FORJ=ITO NI

3650 °....SUBROUTINE SEQREAD...... 4190 IF SI(1) <SI(J) THEN SWAP SI(1),SI(J):SWAP CO(D),CO(J)

3660 'SEQ$(2000) AND TS$(20) should be dimensioned, reads a sequence by number 4200 NEXTJ



4210 NEXT 1

4220°
4230 FOR I=1 TO NI-1 * looking for overlapping values
4240 IF CO(l) =0 THEN 4400 * already cleared

4250 FOR J=I+1TO NI

4260 IF CO(J)=0 THEN 4380

4270 IF ABS(CO(I)-CO(J))>20 THEN 4380 ’ mo overl.

4280 IF SI(T)>SI(J) THEN 4370 * different values

4290 K=0 ' equal overlapping values

4300 K=K+1:11=CO(I)-K:12=CO(I)+K * 2 values around CO(I) & CO(J)
4310 J1=CO@)-K:J2=CO()+K

4320 IF 11=0 THEN 4390

4330 IFJ2=NI+1THEN 4370

4340 SUMI=Y(I11)+Y(12):SUMJ = Y(J1)+ Y(J2)

4350 IF SUMI=SUMIJ THEN 4300

4360 IF SUMI<SUMIJ THEN 4390 ELSE 4370

4370 SI(J)=0:CO(J)=0

4380 NEXT J:GOTO 4400

4390 SI(I)=0:CO(I)=0

4400 NEXT I

4410 CLS:PRINT SN$:PRINT "Transmembrane candidates:"PRINT:IF PR%=1 THEN
LPRINT:LPRINT SNS:LPRINT "Transmembrane candidates:":LPRINT

. 4220 FORI1=1TONI .

4430 IF CO(1) < >0 THEN PRINT USING " #### ",CO(I),:,FOR J=CO(I) TO CO(I) + 21:PRINT
SEQ$(J);:NEXT J:PRINT USING * ####",CO(I) +20;:PRINT USING *  [##.###]";SI(I):ELSE
4450
4440 IF PR%=1 THEN LPRINT USING * #### ",.CO(1),:FOR J=CO(I) TO CO(I) + 2:LPRINT
SEQS(J);:NEXT J:.LPRINT USING * ####°,CO(I)+20;;LPRINT USING *  [##.###]"SI(I)
4450 NEXT LPRINT:IF PR%=1 THEN LPRINT
4460 GOTO 4480
4470 PRINT "No transmembrane segment.”

4480 BEEP:RETURN

4490 ... SUBROUTINE PLOT

4500 CLS:PRINT "HYDROPHOBIC MOMENT PLOT":PRINT "1 all points plotted":PRINT "2
points one by one (move left= “;CHRS$(27);", right= “;,CHR$(26);)":PRINT "3 main menu":PRINT
*When picture is on the screen: Fl= get this menu, F2= get a hacdcopy”

4510 PRINT ******SELECT (hymom) *;

4520 AS=INKEYS:IF LEN (AS)=0 THEN 4520

4530 A=ASC(AS)-48:IF A<1 OR A>3 THEN 4500 ELSE PRINT AS

4540 IF A=3 GOTO 160

4550 KEY OFF

4560 SCREEN 3

4570 IF A=2 THEN 4700

4580 PRINT "Select segment to plot (can be 1-";N-10;")":INPUT "FROM ",FROM:INPUT "TO *,TI
4590 IF FROM <1 OR TI>(N-10) OR FROM>(N-10) THEN BEEP:GOTO 4580

4600 GOSUB 4980

4610 FOR I=40 TO 540 STEP 100:LINE (1,330)-STEP(0,-300):NEXT 1

4620 FOR I=30 TO 330 STEP 60:LINE (540,1)-STEP(-500,0):NEXT I

4630 FOR I=FROM TO TEX =40 + (Y(I)+1)*200:Y = 330-Z([)*200:PSET (X,Y):NEXT I

4640 LOCATE 24,5:PRINT "Points from ";FROM: " to ";T1:".";

4650 KEY (1) ON:KEY (2) ON

4660 ON KEY (1) GOSUB 4820

4670 ON KEY (2) GOSUB 4850

4680 GOTO 4660

4690 LOCATE 23,5:PRINT "Points from ";FROM;" to " TI;".";

4700’ one by one

4710 GOSUB 4980

4720 FOR 1=40 TO 540 STEP 100:LINE (1,330)-STEP(0,3):LINE (1,30)-STEP(0,-3):NEXT I
4730 FOR [=30 TO 330 STEP 60:LINE (540,1)-STEP(3,0):LINE (40,I)-STEP(-3,0):NEXT 1
47401=1

4750 GOSUB 5060

4760 KEY (12) ON:KEY (13) ON:KEY (1) ON:KEY (2) ON

4770 ON KEY (12) GOSUB 4880

4780 ON KEY (13) GOSUB 4930

4790 ON KEY (1) GOSUB 4820

4800 ON KEY (2) GOSUB 4850

4810 GOTO 4770

4820 ' key (1)

4830 KEY (1) OFF.KEY (2) OFF:KEY (12) OFF:KEY (13) OFF:GOTO 4500
4840 RETURN

4850 key (2)

4860 LCOPY

4870 RETURN

4880 * key (12), move left

4890 IF I-1<1 THEN BEEP:RETURN

4900 PSET (X,Y),0:I=1-1

4910 GOSUB 5060

4920 RETURN

4930 ° key (13), move right

4940 IF 1+1>N-10 THEN BEEP:RETURN

4950 PSET (X,Y),0:I=1+1

4960 GOSUB 5060

4970 RETURN

4980 '...coords.

4990 X1=40:X2=540:Y1=30:Y2=330

5000 CLS:PRINT TAB(5);SN$;TAB(45);"HYDROPHOBIC MOMENT PLOT"
5010 LINE (X1,Y1)-(X2,Y2),,B

5020 KEY OFF:KEY (1) ON:KEY (2) ON

5030 LOCATE 22:PRINT* -1.0 0.0 1.0 <H>"
5040 LOCATE 3:PRINT "<*;CHR$(230);">"LOCATE 6:PRINT "1.0"LOCATE 14:PRINT
"0.5":LOCATE 21:PRINT *0.0"

5050 RETURN

5060 ...plot one dot & specify

5070 X =40+ (Y(I)+1)*200:Y =330-Z(I)*200:PSET (X,Y)

5080 LOCATE 23,1:PRINT USING * #### "I;;FOR J=1 TO I+ 10:PRINT SEQS$(J);:NEXT J
5090 PRINT USING * #### “[+10;PRINT " [<H> = *:PRINT USING

“+## ###"Y(]);PRINT* <";,CHRS$(230);"> = ";:PRINT USING “##.###"Z(I):PRINT *J"
5100 B$ ="=IF Z(I)>(.6-.342*Y(I)) THEN BS$=B$+"SURFACE":GOTO 5130
5110 IF Y(f) < =.51 THEN B$=B$+"GLOBULAR"GOTO 5130

5120 B$ =BS + TRANSMEMBRANE “IF Z(I)>(.603*Y(I)-.392) THEN
B$=BS$+"(multimeric)":ELSE BS=B$+“(monomeric)"

5130 LOCATE 24,5:PRINT "Type: “;:PRINT USING *\ \";BS;
5140 RETURN

5150 ..YMAX, YMIN det. (in Y(), from ST% to EN% - should be setted)
5160 YMAX = Y(1):YMIN=Y(1):MALO%= 1:MILO% =1

5170 FOR I=ST% TO EN%

5180 IF YMAX <Y(I) THEN YMAX =Y(I):MALO%=1

5190 IF YMIN> Y(I) THEN YMIN=Y(I):MILO%=1



5200 NEXT 1

5210 PRINT "Ymin= ";YMIN;" at ;MILO%:PRINT "Ymax= “;YMAX;" at ;MALO%:PRINT
“Length= "EN%

5220 RETURN

5230 °...average plot

5240 KEY (1) ON:KEY (2) ON

5250 IF RANGE%>300 THEN STE%-=1:GOTO 5280

5260 IF RANGE %> 200 THEN STE%=2:GOTO 5280

5270 STE% =3

5280 X1=39:X2=639:Y1=0:Y2=299

5290 LINE (X1,Y1)-(X2,Y2), B

5300 FOR 1=40 TO 639 STEP 30:LINE (1,300)-STEP(0,3):LINE (I,0)-STEP(0,1):NEXT I
5310 FOR 1=0'TO 299 STEP 30:LINE (538,1)-STEP(-1,0):LINE (39,1)-STEP(-3,0):NEXT I
5320 KEY OFF:LOCATE 2,72:PRINT *[",600/STE%;"]";

5330 LOCATE 20,5

5340 PRINT BS

5350 PRINT TAB(5);CS

5360 SCALE=(MAX-MIN)/300

5370 FOR I=1 TO RANGE%

5380 X19% =40+ (I-1)*STE%: Y1% = ((Y(1+FROM%-1)-MIN)/SCALE):Y2%=(Y(l + FROM%-1)-
Y(1+FROMY%))/SCALE

5390 LINE (X1%,300-Y19)-STEP(STE%,Y2%)

5400 NEXT 1 :

5410 IF MIN<ZERO AND MAX>ZERO THEN LINE (40,300-(ZERO-MIN)/SCALE)-
STEP(599,0)

5420 ON KEY (1) GOSUB 5450

5430 ON KEY (2) GOSUB 4850

5440 GOTO 5420

5450 KEY (1) OFF:KEY (2) OFF:GOTO 160

5460 °...WHEEL

5470 INPUT "Helix starts at ", WHEEL%

5480 IF WHEEL% >N-17 THEN 5580

5490 WHEEL% =~WHEEL%-1

5500 CLS

5510 FOR M=0 TO 85 STEP 5:A=3.14*"M/9:WHEEL%=WHEEL% + 1:X = INT
(28.5+18°SIN(A)):Y =INT (12.5-8*COS(A)):LOCATE Y,X:IF X(WHEEL%)>.12 THEN COLOR
0,1,0

5520 PRINT SEQS(WHEEL%);

5530 COLOR 1,01

5540 X=INT (26.5+21°SIN(A)):Y =INT (12.5-10°COS(A)):LOCATE Y X:PRINT WHEEL%:NEXT

M

5550 COLOR 1,0,1

5560 LOCATE 23,1:PRINT SN$

5570 IF PR%=1 THEN LCOPY

5580 RETURN

5590°..SHEET

5600 INPUT “Sheet starts at "SHEET%

5610 CLS

5620 IF SHEET% > N-17 THEN 5750

5630 SHEET%=SHEET%-1

5640 FOR K=1TO 18 STEP 2

5650 I=K*4:FOR J =5 TO 8 STEP 3:LOCATE J,I:SHEET%=SHEET% + 1
5660 IF X(SHEET%)>.12 THEN COLOR 0,1,0
5670 PRINT SEQ$(SHEET%)

5680 COLOR 1,0,1

5690 IF ] =5 THEN LOCATE (J-1),(1-2) ELSE LOCATE (J + 1),(1-2)

5700 PRINT SHEET%:1=(K +1)*4

5710 NEXT J

5720 NEXT K

5730 LOCATE 23,1:PRINT SN$

5740 IF PR%=1 THEN LCOPY

5750 RETURN

5760 °..FOURIER

5770 KEY OFF:SCREEN 3

5780 CLS

5790 FOR 1=10 TO N-WIN% + 1 STEP 10:LINE (1,339)-STEP(0,-4):NEXT I
5800 J=190:FOR I=1TO 21 STEP 2LOCATE 1,75:J =J-10:PRINT USING "###",J:NEXT

. 5810 FOR K=1TO N-WIN%+1

5820 X=0

5830 FOR I=80 TO 180 STEP 10

5840 X=X +1:D=1*.017453293#

5850 Z=0:BS=0:BC=0

5860 FOR J=K TO K+ WIN%-1

5870 2=Z+1:G=D*Z

5880 BS =BS + X(§)*SIN(G)

5890 BC=BC+X(J)*COS(G)

5900 NEXT J

5910 DX=SQR(BS"2+BC"2)/WIN%

5920 LINE (K,330-(I-80) *3)-STEP(0,-22*DX)

5930 NEXT I

5940 NEXT K

5950 IF PR%=1 THEN LCOPY

5960 RETURN

5970 TF N=0 THEN PRINT "No sequence in the memory."GOTO 300
5980 RETURN

5990 CLOSE:PRINT "ERROR! CODE= “;ERR:BEEP:GOTO 300



