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VÁLASZOK DR. SZÁNTAY CSABA BÍRÁLATÁRA 

 

Tisztelt Bíráló! 

 

Köszönöm, hogy elvállalta MTA doktori értekezésem bírálatát, és az abban megfogalmazott 

támogató véleményt. Köszönöm az alapos átolvasást, a gondolatébresztő és hasznos 

észrevételeket. A kritikai megjegyzéseket elfogadom. 

 

A kérdésekre adott válaszaim: 

 

1) Ahogy Jelölt maga is említi, az általa felállított empirikus egyenletek 288 K-re vonatkoznak, 

ami joggal veti fel azt a fontos kérdést, hogy mennyire jól alkalmazhatók szobahőmérsékleten 

vagy más hőmérsékleten, amennyiben valaki ott végezné a kísérleteket. Jelölt hogyan látja 

jelenleg ezt a problémakört, vannak-e a témában új meglátásai, tervei? 

 

A 2019-ben publikált D – M empirikus összefüggéseink (Dudás, E., Bodor, A., AnalChem, 

2019, 91: 4929-4933) 288 K-re vonatkoznak. A lgD – lgM ábrázolás az 1. ábrán látható 

globuláris (piros telt körök, 1A ábra) és rendezetlen (kék telt körök, 1B ábra) fehérjék esetében, 

a folytonos vonal pedig az illesztett empirikus összefüggéseket jelöli, melyek: 

 

𝑙𝑔𝐷288 =  −(0,381 ± 0,018)𝑙𝑔𝑀 − (8,500 ± 0,075) globuláris fehérjékre 

𝑙𝑔𝐷288 =  −(0,507 ± 0,014)𝑙𝑔𝑀 − (8,169 ± 0,014) rendezetlen fehérjékre 

 

Ezt követően jogos a kérdés - és ez bennünk is felmerült - hogy ezek az összefüggések más 

hőmérsékleteken alkalmazhatók-e? Ismert, hogy a diffúziós együttható explicit módon függ a 

hőmérséklettől a Stokes-Einstein egyenlet szerint (D ∝ T), továbbá a hőmérséklet változásával 

változik a közeg viszkozitása is, ami szintén befolyásolja a diffúziós együtthatót (D ∝ η(T)-1). 

Ennek megfelelően az alábbi korrekciókat kell figyelembe venni: 

𝐷1 =  𝐷2 ∙
𝑇1

𝑇2
∙

𝜂2

𝜂1
 

ahol D1, η1 a T1, míg D2, η2 a T2 hőmérsékletre vonatkozó transzlációs diffúziós együttható és 

viszkozitás értékek.  

Amennyiben a 298 K hőmérsékleten szeretnénk vizsgálódni, úgy a megfelelő korrekciók 

alkalmazásával az átszámolás során az 1. ábrán üres körökkel jelölt értékeket kapjuk. Ezen 

adatokra szintén illeszthető egyenes, de mennyire felel ez meg a valóságnak? Erről úgy lehet 

meggyőződni, hogy korábban jellemzett, ismert globuláris és rendezetlen fehérjék D értékeit 

kísérleti úton is meghatározzuk (fekete négyzetek). Az így kapott kísérleti adatokra illesztett 

egyenes (fekete folytonos vonal) és a korrekciós eljárással kapott egyenesek egyenletei kísérleti 

hibán belül illeszkednek és az alábbi összefüggéseket eredményezik (ábrán szaggatott vonallal 

jelölve): 

𝑙𝑔𝐷298 =  −(0,389 ± 0,017)𝑙𝑔𝑀 − (8,332 ± 0,069) globuláris fehérjékre 

𝑙𝑔𝐷288 =  −(0,512 ± 0,025)𝑙𝑔𝑀 − (8,023 ± 0,091) rendezetlen fehérjékre 
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Az összefüggés alkalmazhatóságát néhány rendezett és rendezetlen fehérjére tágabb, (5-37) °C-

os hőmérséklettartományban is teszteltük. A diffúziós együtthatók a fentebb bemutatott 

korrekciók alkalmazása után hibahatáron belül egyeztek a 288 K hőmérsékletnek megfelelő D 

értékkel. Fontos megjegyezni, hogy az eltérő hőmérsékleten mért diffúziós együtthatók akkor 

hasonlíthatók össze ezzel a korrekciós módszerrel, ha a fehérje a hőmérséklet változtatása során 

nem változtatja az alakját.  

 

 
1. ábra: A D transzlációs diffúziós együttható M móltömeggel történő változása, lgD – lgM 

diagramon. A) Globuláris fehérjékre kapott eredmények: piros telt körökkel jelölve a 288 K 

hőmérsékleten mért értékek, folytonos vonallal az illesztett egyenes; üres körökkel jelölve a 

hőmérséklet és viszkozitás korrekció alkalmazásával 298 K-re átszámolt értékek, szaggatott 

vonallal az átszámított adatokra illesztett egyenes; a fekete négyzetek a 298 K-en mért 

globuláris fehérjékre kapott adatok és folytonos fekete vonal az ezekre illesztett egyenes. 

Hasonló a magyarázat a B) kékkel jelölt, rendezetlen fehérjékre kapott eredmények esetében. 

 

Kiemelendő továbbá az is, hogy a Stokes-Einstein egyenletet gömb alakú részecske 

viselkedését írja le, ahol a D transzlációs diffúziós együttható alakulása az M molekulaméret 

függvényében  

D  ∝ M –0,333 

változást követ. Az összefüggések 288 K és 298 K hőmérsékleteken egyaránt a globuláris 

fehérjékre -0,381; illetve -0,389 (a gömbalakú viselkedéshez közeli) értékeket, és rendezetlen 

fehérjékre pedig -0,507; illetve -0,512 (a szintetikus polimerekre is jellemző) értékeket 

mutatnak. 

 

A más hőmérsékletekre kiterjesztett vizsgálatok, és az empirikus egyenletekre vonatkozó 

eredményeink napvilágot láttak: 

Szabó, C.L., Sebák, F., Bodor, A.: Anal Chem. 2022, 94, 7885-7891. 
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2) A SHACA-HSQC pulzusszekvencia használhatóságával, konkrétabban a felbontásával 

kapcsolatban felmerül a kérdés, hogy mennyire alkalmas a módszer repetitív szekvenciák, 

poliprolin, poliglutamin szakaszok vizsgálatára. Az 1Hα detektálással kapcsolatban kérdésem, 

hogy rendezetlen és kis globuláris fehérjéknél a BASEREX típusú valós idejű homonukleáris 

lecsatolás beépítése jól működik, de vajon alkalmazható-e ez a megoldás az igen népszerű 1HN 

detektálásnál? 

 

A SHACA-HSQC az irodalomban a legjobb felbontást biztosító 1Hα detektálású mérés. A 

repetitív motívumokat illetően, nagyon sokat számít a fehérje aminosav szekvenciája. Ezzel 

kapcsolatban eddigi vizsgálataim során több repetitív motívummal is találkoztam, ennek 

alapján a következők állapíthatók meg: 

Amint a dolgozatban is bemutattam (5.2.3E ábra) az α-szinuklein esetében a KTKE(Q)GV egy 

repetitív motívum, a leggyakoribb aminosavak a szekvenciában pedig az alanin (A, 19) és a 

valin (V, 19). Ezek közül a közeli kémiai eltolódással rendelkező 17 alanin és 18 valin jele a 

SHACA-HSQC mérés segítségével szétválasztható (2.ábra): 

 

MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH 

GVATVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL 

GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA 

 

 
 

2. ábra: 700 MHz, SHACA-HSQC, 2kx512 komplex pont, NS=4. Minta: 200M α-szinuklein 

5% D2O, pH=7,02, 303K. Nagyítva az alanin és valin régiók, a jobb átláthatóság érdekében a 

jelazonosítás nem szerepel minden valin jel esetében. 
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Egy másik példa a p53(1-100) fehérje, melynek prolin gazdag régiója (szürke háttérrel jelölve) 

APA motívumokkal van tele: 

 

MEEPQSDPSV EPPLSQETFS DLWKLLPENN VLSPLPSQAM DDLMLSPDDI 

EQWFTEDPGP DEAPRMPEAA PRVAPAPAAP TPAAPAPAPS WPLSSSVPSQ 

 

Kutatásaink során három szekvenciát vizsgáltunk: a vad típust, az A84G és a P82S mutánsokat. 

A 3. ábra ezen három fehérje egymásra helyezett SHACA-HSQC spektrumát mutatja. Látható, 

hogy minden esetben a 22 prolin környezet feloldható, azonosítható. Ezek közül 1 PP motívum, 

és 12 környezet pedig a prolin gazdag régióban található. A 16 alanin esetében más a helyzet. 

A 8 AP motívumban levő alanin (3.ábrán I. nagyított régió) jeldiszperziója kicsi, 7 környezet 

azonosítható, a többi esetben a jelek nem feloldhatók. További 4 alanin környezetet nem követ 

prolin (AX), és ezek a jelek egyértelműen azonosíthatók (3.ábrán II. nagyított régió).  

 

 
3. ábra: 700 MHz, SHACA-HSQC spektrumok, 2kx512 komplex pont, NS=2. Minták: 1mM 

p53(1-100) vad típus (kék), A84G mutáns (piros), P82S mutáns (zöld); 10 % D2O, pH=6,0, 298 

K. Nagyítás az alanin régiókra: I. az AP, és II. az AX (X≠P) környezetek, illetve a 21 prolin 

(PZ, Z≠P) jele. 

 

Mindezek alapján úgy gondolom, egy poliprolin/poliglutamin régióban 3-4 egymást követő 

prolin/glutamin aminosav jele nagy valószínűséggel feloldható, a hosszabb 

homoprolin/homoglutamin szakaszoknál a terminálisok kivételével a közbülső aminosavak 

nagyon hasonló környezete miatt a jelek továbbra sem lesznek megkülönböztethetőek. Viszont 

egy tájékozódó mérést mindenképpen célszerű elvégezni.  
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A SHACA-HSQC mérésben alkalmazott BASEREX szekvencia X-szelektív BIRDd szűrőn 

alapuló inverziós elemet tartalmaz, melyben Cα sávszelektív impulzust alkalmazunk: 

 

 
 

4. ábra: A BASEREX szekvencia.  A fekete téglalap 90º-os, az üres téglalap 180º-os impulzust 

jelöl,  r - sávszelektív refókuszáló REBURP; I – szélessávú, τ idejű BIP impulzus. Amennyiben 

nincs jelölve, a fázisok x irányúak. Δ = 1/(4 ⸱1JCH), δ = 0,5 ms. G3 ≈ 7-9 % , G3 =0,4 %. n = 8-

20, tc = 9 – 13,5 ms. 

 
1HN detektálásnál nem szerencsés ennek alkalmazása, a Hα protonokat lecsatolja, de a Cα 

szeneket nem (ugyan a 2JHC csatolás nagysága csak 1-3 Hz); másfelől itt nem szükséges a 

sávszelektív impulzus. Ugyanakkor az amidrégióban a disszociábilis protonok és a víz protonjai 

közötti cserefolyamat miatt a víz jelére is kitüntetett figyelemmel kell lenni. Nemrégiben 

együttműködésünk keretében az 1HN-detektált mérésekre az 5. ábrán bemutatott valós idejű 

homo- és heteronukleáris lecsatolási sémát javasoltuk, mely BIRDr,X szűrőt tartalmazó 

megoldáson alapul:  

 

 
5. ábra: A BIRDr,X szűrőn alapuló valós idejű homo- és heteronukleáris lecsatolási séma.  A 

fekete téglalap 90º-os, az üres téglalap 180º-os impulzust jelöl, I – szélessávú BIP impulzus. 

Amennyiben nincs jelölve, a fázisok x irányúak. Δ = 1/(2 ⸱1JCH), δ = 0,5 ms. G1 ≈ 3 % , G2 = 

0,1 %. n = 8-20, tc = 14 - 18 ms, tb = 9,2 ms. 

 

Ennek beépítése fHSQC és BEST-TROSY mérésekbe (itt értelemszerűen nem kell a 15N 

lecsatolás) a p53TAD1-60 rendezetlen fehérje esetében ≈ 30%-os jelintenzitás növekedést 

eredményezett és a 6b. ábrán látható spektrumokat eredményezte: 
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6. ábra: 700 MHz, BEST-TROSY spektrumrészletek: a) a standard szekvencia, b) a BIRDr,X 

szűrőt tartalmazó homo- és heteronukleáris lecsatolás alkalmazásával.  

Minta: 1mM p53TAD1-60; 10 % D2O, pH=6,0, 298 K. 

 

Ezek az eredmények a nemrég megjelent közleményben találhatók: 

Haller, J.D., Bodor A., Luy, B.: J.Biomol NMR, 2022, 76, 213-221.  

 

3) Vajon a Jelölt által tárgyalt statisztikai analízis mennyire tekinthető megbízhatónak? Vajon 

milyen prolin analógok használhatók egy-egy kizárólag cisz vagy transz forma biztosításához, 

amennyiben valamely biológiai folyamatot alá akarnánk támasztani, vagy vizsgálni? 

 

Ebben a témakörben arra keressük a választ, hogyan befolyásolja a prolin környezetében levő 

aminosavak oldallánc típusa a cisz-prolin konformáció kialakulását. A közölt (Sebák et al, 

Angewandte Chemie Int Ed, 2022, 61: e202108361) statisztikai analízis keretében 11 

rendezetlen fehérjében található 101 prolin környezetében levő 595 aminosav típusának 

elemzését végeztük el, a szignifikancia szint 10% volt. Azt találtuk, hogy >10% cisz-Pro 

tartalmú szekvenciákban szignifikánsabban többször fordulnak elő a negatív töltésű 

aminosavak (Asp, Glu) az i-2, i-1 és i+3 pozíciókban, az aromások pedig az i-1 és i+1 

pozíciókban. Ugyanakkor az i-3 és i-1 pozíciókban a pozitív töltésű aminosavak előfordulása 

szignifikánsan kisebb. 
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Kétségkívül, ahogy arra a Bíráló is rámutat, ezeknek a megfigyeléseknek az alátámasztására 

még több kísérleti adatra van szükség. Ezért az adatbázisunkat folyamatosan bővítjük az 

irodalomban megjelent adatokkal. Legutóbb újabb 3 rendezetlen fehérje 70 prolin 

környezetével bővült, és biztató, hogy a statisztikai analízis nagyon hasonló eredményeket ad. 

(Paukovich et al, Biomol NMR Assign, 2022, 16, 113-119; Wiedemann et al, Biomol NMR 

Assign, 2022, 16, 237-246;  Pinet, Biophys J, 2021, 120, 1869-1882.) 

Másfelől egy nemrég napvilágot látott közleményben (Killoran et al, ChemEurJ, 2023, 

e202203017) Ac-X-Pro-Z-Ala-Ala-4FPhe peptidek esetében vizsgálták a cisz-prolin tartalom 

alakulását annak függvényében, hogy milyen típusú aminosav található az X és Z helyzetekben. 

Megállapításaik hasonlóak, mint a mi statisztikai analízisünkből származó következtetések. 

Rövid peptidek esetében jelenleg mi is tanulmányozzuk a mutáció hatását a cisz-prolin 

tartalomra, többek között a statisztikus analízis során levont következtetések kísérleti 

alátámasztásának járunk utána.   

Például az S100A4 fehérje C-terminális szakaszán található 13 aminosav hosszúságú peptid: 

FFEGFPDKQPRKK 

vizsgálata azt mutatja, hogy a P6 esetében 20 % a cisz-p6 mennyisége, ez az (i-1) helyzetben 

található aromás fenilalanin jelenlétével magyarázható. A P10 esetében a cisz-p10 

mennyisége csupán 9 %.  

Egy ERD fehérjéből származó lizin-gazdag 12 aminosav hosszúságú szekvencia: 

DRGLFPFLGKKK 

esetében az (i-1) helyzetben az F->R csere a cisz-p6 mennyiségét 26 %-ról 9 %-ra csökkenti. 

 

Léteznek mesterségesen előállított prolin analógok, amelyek beépítése elsősorban a cisz forma 

biztosításához vezet. 

A pszeudoprolinok (ψ-Pro) családjába tartozó 2,2-dimetil-tiazolidin és 2,2-dimetil-oxazolidin, 

melyek az opioid morficeptin és endorfin 2 peptidekbe beépítve egyértelműen igazolták a cisz-

Tyr-Pro amidkötés jelenlétét a bioaktív formában. (Keller et al, JMedChem, 2001, 44, 3896-

3903) 

Hasonlóan az 5,5-dimetil-prolin (dmp) is a cisz-prolin konformáció kialakulását segíti elő. 

Gustafson és mtsai kimutatták, hogy a cirkadián ritmust szabályozó BMAL1 fehérje 

transzaktivációs doménjében található egy cisz/transz prolin „kapcsoló”. Ennek működését a 

Pro -> dmp mutációval igazolták, amikoris az oldatban a cisz-prolin konformáció volt 

detektálható. (Gustafson et al, Molecular Cell, 2017, 66, 447-457)  

Follis és mtsai a p53(40-59) szakaszában található Pro47 izomerizációját tanulmányozták. 

Eredményeik azt mutatták, hogy dmp beépítése 92%-ban a cisz forma kialakulását vonta maga 

után. Különböző fluoroprolinok beépítésével vizsgálták a transz:cisz arány alakulását. Így a 

(4S)-fluoroprolin beépítése 60 : 40; (4R)-fluoroprolin 85:15; illetve 4,4-difluoroprolin 70:30 

arányt eredményezett. (Follis et al, Molecular Cell, 2015, 59, 677-684) 

Azonban a biológiai folyamat ilyen irányú elemzésénél körültekintőnek kell lenni. A prolin 

analógnak az adott környezet hidrofobicitását, és konformációját is meg kell tartania. 

 

4) Érdekes, hogy Jelölt e kutatások kapcsán ennyire hangsúlyozni kívánta az oldatfázisú NMR-

spektroszkópia unikális szerepét. Általában véve e szerep folyamatos megfogalmazására és 
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újraértelmezésére nagy szükség van, hiszen a nagyműszeres analitikai módszerek fejlődése, 

illetve az új technikák megjelenése (pl. cryo-EM) állandóan átírják ezeket a szerepeket. Éppen 

ezért óriási jelentősége van annak, hogy az érintetteknek „naprakész” átlátása legyen a 

nagyműszeres analitikai technikák egymást kiegészítő, egymással átfedő, illetve egyedi 

képességeket biztosító szerepeiről. Mindennek fényében kíváncsi lennék, Jelöltet mi motiválta 

(akár szűkebb, akár tágabb értelemben), hogy az oldatfázisú NMR-spektroszkópia egyedi 

szerepére disszertációjában ilyen módon felhívja a figyelmet. 

Egy biológiai/kémiai rendszer vizsgálatában több módszer eredményei fogják az összképet 

megadni, de ezek közül az NMR spektroszkópiának kitüntetett szerepe van. Egyfelől az NMR 

spektroszkópia az egyedüli módszer, ami atomi szintű információt szolgáltat oldatban. Nem-

invazív módon, nagy reprodukálhatósággal kvalitatív és kvantitatív képet is kapunk a 

tanulmányozott rendszerről. Kiemelten fontos – elsősorban a hatóanyag kutatásokban –, hogy 

fiziológiás körülmények között végezhetjük a kísérleteket. Manapság már nem ritkaság 

sejtekben, „in-cell” körülmények mellett vizsgálni egy fehérje viselkedését. Egyetlen mintáról 

sok adat gyűjthető, változtathatók a kísérleti körülmények (például a hőmérséklet), időbeli 

változások monitorozása lehetséges, továbbá koncentráció függés, kölcsönhatás jellemzése is 

kivitelezhető. Kiemelkedő előny, hogy a szerkezeti információk mellett tág időskálán 

lehetséges dinamikai folyamatokat vizsgálni. A gerincdinamika, a konformációs csere, az 

oldószercsere, a doménmozgások mind tanulmányozhatók. A hatóanyag kutatásokban a 

ligandum affinitása, a kötőhelyek lokalizációja, a kötődés során bekövetkező szerkezeti és 

dinamikai változások elengedhetetlenek egy gyógyszer jelölt molekula optimalizálásában.    

Másfelől az utóbbi évtizedekben népszerűségnek örvendő, számos betegséggel kapcsolatba 

hozható nagy mozgékonyságú, rendezetlen fehérjék és fehérje szakaszok számára ez a 

kitüntetett módszer, hiszen más technikákkal nem vizsgálhatók. 

Megemlíteném azt is, hogy NMR spektroszkópiai mérésekkel bizonyos kémiai kérdések 

egyértelműen eldönthetők. Ilyenek például egy fehérje esetében adott oldallánc protonáltsága, 

vagy fémion koordinációja. 

Az NMR spektroszkópia szinte minden tudományterületet átitatott. Nem csupán az akadémiai 

kutatásokban közkedvelt technika, jelen van különböző ipari alkalmazásokban: sztereokémiai 

vizsgálatokban, izomerek és azok arányának meghatározásban, hatóanyag kutatásban, toxicitás 

vizsgálatokban, reakció mechanizmus feltérképezésben, metabolomikában. Ugyanakkor egyre 

elterjedtebb az analitikai minőségbiztosításban, élelmiszeriparban, eredetvizsgálatban (borok, 

gyümölcslevek, méz, olajok, tejtermékek minősítésében) és a kriminalisztikában. 

Ezek tükrében tényleg egy egyedi technikáról van szó, és dolgozatomban ebből a hihetetlen 

sokszínűségből próbáltam néhány alkalmazást mélyebben tárgyalni.  

5) Úgy tűnik, a Jelölt által alkalmazott 31P NMR-mérések meglepően ritkák a szakirodalomban, 

holott Jelölt eredményei azt mutatják, a 31P NMR egyszerű és hasznos eszköz lenne az ilyen 

bioanalitikai vizsgálatokban. Mi erről Jelölt véleménye? 

31P NMR vizsgálatokat főként az RNS kutatásokban végeznek, valóban nem sok szakirodalmi 

példa található nukleotid hidrolízis 31P NMR spektrumokkal történő követésére. Ennek pontos 

okát nem tudhatom, de feltételezhetően az is közrejátszik, hogy biomolekulákat nagy térerőn 

szoktak vizsgálni, gyakran speciális 1H/13C/15N mérőfejekkel, ahol nem lehetséges 31P mérése. 
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Egy másik tényező lehet a nagy térerőn domináló kémiai eltolódás anizotrópia (CSA- chemical 

shift anisotropy), ami jelszélesedéssel is együtt jár.  Milburn és munkatársai (Milburn et al, 

Biophys J, 1987, 32, 791-799) kimutatták, hogy a 31P atommag esetében 145,7 MHz-nél 

nagyobb rezonanciafrekvenciáknál (ez 360 MHz-es proton rezonanciafrekvenciájú készüléket 

jelent) a kémiai eltolódás anizotrópia (CSA) válik a domináns relaxációs mechanizmussá. A T1 

relaxációs idő a B0 mágneses mező négyzetével csökken az alábbi képlet alapján:  

1

𝑇1
𝐶𝑆𝐴 =  

2

15
∙ 𝛾2 ∙ (∆𝜎)2 ∙ 𝜏𝑐 ∙ 𝐵0

2 

ahol esetünkben γ a 31P giromágneses együtthatója, Δσ az anizotróp kémiai árnyékolás, τc a 

molekula rotációs korrelációs ideje. 

Meglátásom szerint, amennyiben lehetséges, érdemes 31P méréseket alkalmazni. Könnyen 

kivitelezhetőek, a 31P atommag kedvező mágneses tulajdonságának és 100%-os természetes 

gyakoriságának köszönhetően nagy érzékenységgel mérhető, és nem csupán egy hidrolízis 

lejátszódását lehet követni, hanem a kémiai eltolódás információt adhat a mintában levő 

fémionok koordinációjáról is – ami lényeges kérdés lehet.  

 

6) Örökzöld kérdésnek tűnik, hogy milyen is egy „jó” membránmimetikum. Mi erről Jelölt 

véleménye? Ha egy peptid transzmembránnak mutatkozik a bicellában, ez mit jelenthet a teljes 

fehérjében betöltött szerepére nézve? Jelölt hogyan látja a témához kapcsolódóan a jövőre 

nézve az NMR és a SAXS egymást kiegészítő szerepét? Ezen módszerek egyedüli vagy együttes 

alkalmazása során milyen esetleges értelmezési csapdákba lehet belefutni? 

A sejtmembrán egy komplex rendszer, számos összetevő alkotja, összetétele különbözik a 

prokarióta és eukarióta sejtek esetében. Ezért egy jó membránmimetikum kiválasztása nem 

egyszerű feladat. Oldatfázisú NMR spektroszkópiai mérések tervezésénél több szempontot 

lehet/kell figyelembe venni: a kettősréteg vastagságát, görbületét, töltését. Ahhoz, hogy a 

vizsgálandó fehérjéről atomi szintű információt kapjunk izotróp közegben célszerű dolgozni. 

Ezért a bicellák, reverz micellák, nanodiszkek bizonyulnak jó választásnak. Munkám során én 

elsősorban a foszfatidil-kolin (PC) alapú bicellákkal dolgoztam, ami olyan tekintetben tűnik jó 

választásnak, hogy q = 0,5 hosszú láncú lipid (DMPC) / rövid láncú lipid (DHPC) aránynál a 

bicella vastagsága megegyezik a sejtmembrán lipid kettősrétegének vastagságával. Könnyen 

kivitelezhető a DMPC részleges helyettesítése DMPG-vel, így semleges bicella helyett negatív 

töltésű bicellát kapunk.  

Amennyiben egy peptid transzmembrán viselkedést mutat a bicellában, az nagy 

valószínűséggel tényleg transzmembrán. A szakirodalomban ennek fordítottját vizsgálták: az 

ion-csatornák és a GPCR rendszerek kapcsán találunk arra példákat, hogy a rövid 

transzmembrán peptid szerkezete nagyon hasonló a membránba ágyazott teljes fehérje 

megfelelő régiójának szerkezetével.  (Unnerståle et al, Biophys J, 2009, 48, 5813-5821; Marino 

et al, RSC Adv, 2018, 8, 9858-9870) 

A SAXS méréseket biomolekulák esetében leginkább fehérjék jellemzésére, girációs sugár 

meghatározásra, durvaszemcsés alakmeghatározásra, a rendezetlen fehérjék konformációs 

sokaságainak leírására alkalmazzák. 
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Az általunk bicellák vizsgálatára használt NMR-SAXS szinergia nem egy szokványos eljárás. 

Bicellák SAXS analízise elég ingoványos talaj, tehát amennyiben sikerül ezen a területen 

áttörést elérni, akkor egy megbízhatóbb módszert tudunk a kutatók kezébe adni. 

Eddigi eredményeink alapján az NMR spektroszkópia 1D 1H és transzlációs diffúziós mérések 

kiértékelésével információt szolgáltat az effektív q arányról, a pontos oldatösszetételről és a 

bicella méretéről, illetve az is eldönthető, hogy a peptid és a bicella együtt mozog-e. Megfelelő 

izotópjelöléseket alkalmazva a peptid bicellában felvett szerkezete is meghatározható.  

A SAXS szórásgörbe a bicella alakjáról tudósít. Mivel kisméretű peptidekkel dolgozunk, és a 

peptid:bicella koncentráció arány kicsi, a peptid-bicella rendszer nem írható le. Mi annak a 

koncepciónak az alapján dolgoztunk, hogy ha a peptid markáns változást okoz a bicella 

alakjában, abból a megfelelő következtetések levonhatók. Illesztési modellnek a 7.ábra alsó 

sorában feltüntetett mag-héj modellt választottuk, mivel a bicella kettősrétegének (mag) és a 

fejcsoportnak (héj) az elektronsűrűsége eltérő. a,b,ta,tb jelölik az axiális és ekvatoriális 

féltengelyeket, illetve az axiális és ekvatoriális héj vastagságát. Az illesztés során ezen 

paraméterekben bekövetkező változásokat figyeljük.  

 

7. ábra: Ugyanazon mintán, ugyanazon körülmények mellett végzett NMR és SAXS mérések 

bicella-peptid rendszerek jellemzésére. Első oszlop: szabad PC bicella viselkedése: q=0,5, 

[DMPC] = 50 mM, [DHPC] =100 mM; második oszlop: PC bicella + 1mM KALP; harmadik 

oszlop: PC bicella + 1mM melittin. Első sor: transzlációs diffúziós együttható meghatározása 
1H NMR mérésekből. A jelintenzitás gradiens erősség szerinti alakulása: kékkel a mért pontok, 

pirossal a Stejskal-Tanner összefüggésre illesztett görbe. A D értékéből számolt RH 

hidrodinamikai sugár értéke. Második sor: mért (kék pontok) és illesztett SAXS szórásgörbe. 

Harmadik sor: az illesztéshez használt mag-héj modell, és az illesztés során kapott b értéke. 
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A 7. ábrán látható eredmények azt mutatják, hogy az üres PC bicellához képest a 

transzmembrán KALP modell peptid az NMR mérések során méretnövekedést mutat, a SAXS 

szórásgörbe illesztése pedig az ekvatoriális b tengely növekedését mutatja, ami a hélix bicella 

kettős rétegébe való beépülését jelenti. 

Fontos megjegyezni, hogy itt egyértelműen bele lehet futni értelmezési csapdákba. A bicella 

SAXS módszerrel történő leírása nem problémamentes – és ez az irodalomban sem tisztázott. 

Túl sok paramétert kell a modellbe beépíteni, ami a feladatot túlhatározottá teszi, így 

lényegesen eltérő szerkezetek paraméterei is adhatják ugyanazt a kísérleti görbét jól leíró 

elméleti görbét. Például az oblát és prolát formák szórásgörbéi is csak csekély mértékben térnek 

el egymástól. A dilemmából a kiutat a molekuladinamikai szimulációk és a kísérleti SAXS 

görbék összehangolt kombinációja jelentheti – ilyen irányú vizsgálataink folyamatban vannak. 
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