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Bevezetés

Bio-makromolekuldris rendszerek természetét és térbeliségét
szerkezet és dinamika szinergizmusa, a feltekeredési mintazat és a
mintazatra épiil6 képlékeny, fluktudlé felszinek és a kdrnyezeti
valtozasokra érzékeny kolcsonhatdsi halézatok koézosen alakitjdk ki,
funkcionalitasukat pedig leginkabb a kélcsonhatisra vald - szintén
dinamikusan valtozé - hajlamuk. Kvantumkémiai szdmitdsokat, a
molekulamodellezés eszkoztarat, valamint szerkezetmeghatdrozasi
mddszereket alkalmazva vizsgaltam a szervezetilinket alkoté molekuldk
egészséges miikodésének szerkezeti és dinamikai vonatkozasait és azt,
hogy ezek az élettani szempontbdl jelentés rendszerek hogyan
romolhatnak el és korrekciéjukra miként lehet lehet6ség.

A dolgozatban bemutatott munkak id6érendben szerepelnek, amely
azért is bizonyult kiilonésen hasznosnak, mert raviladgit a tudomanyos
életutam soran bekovetkezett szemléletvaltasra is: mig az elsé
fejezetben 6sszegytijtott munkdk sordn az irodalomban fellelt érdekes
kérdésekre fékuszaltunk, irodalmi adatsorokat, kisérleti eredményeket
kiséreltiink meg értelmezni, ez kés6bb megvaltozott. Hamar vildgossa
valt ugyanis, hogy egy kérdést igazan jél koriiljarni a kisérleteket végzd
kollégakkal szoros egylittmiikodésben, vagy a kisérletek aktiv
résztvevijeként lehet, amikor a szamitdsok eredményei alapjan méd
nyilik kisérletek tervezésére, és azok eredményei alapjan pedig az
elméleti modellek pontositdsara vagy ujra-alkotdsara. Ezek koziil a
munkdk koéziil mutatok be néhany példat a dolgozat 1ényegi részét
alkoto fejezetekben.

1. Hem fehérjék vizsgdlata

Munkdm kezdeti szakaszdban olyan hem fehérjék miikodését
vizsgaltam, amelyek egymastoél eltér§é modon ugyan, de mind részt
vesznek a nitrogén-monoxid endogén kolcsénhatdsaiban. A nitrogén-
monoxid kulcsfontossagu hirvivé és védelmi citotoxin az ideg-, izom-,
sziv-, ér- és immunrendszeriinkben.

A nitrogén-monoxid-szintdzok (NOS-ok) L-argininbdl Allitanak
nitrogén-monoxidot eld, kétlépcsds mechanizmus szerint. Az els6
lépésben az L-Arg szubsztrat Nw-hidroxi-L-argininnd (NHA) alakul,
amibdl, egy masodik oxidaciés 1épés soran képzddnek a nitrogén-
monoxid és L-citrullin termékek. En az elsé 1épés soran lejatsz6do
elektrontranszfer folyamatot vizsgaltam az enzim hem csoportjahoz
kotott oxigén, az aktiv helyen horgonyzott L-Arg szubsztrat és a
redoxifolyamat elektron-forrasa, a tetrahidrobiopterin kofaktor kézott.
A kofaktor aktiv és inaktiv varidnsainak gyok-képz6dési folyamatain
keresztiil igyekeztem QM szamitdsokat alkalmazva feltarni az aktiv
centrum és a kofaktorok kozti elektron és proton-atadas feltételeit.

Vérszivd rovarok hem fehérjéket alkalmaznak, hogy a szervezetiinkbe
juttassak és ott felszabaditsak a nitrogén-monoxidot, ahol az értagulatot
indukal, valamint gatolja a vérlemezkék aggregaciojat, mig a
megiiresedett hem hisztamint megkotve késlelteti az immunvalaszt. A
rovar nyaldban taldlhaté hem fehérjék, a nitrophorinok ennek a
rendszernek a kulcsfontossagii elemei. A nitrogén-monoxid szoros
kot6dését a rovar nyalaban, valamint annak kénnyt felszabaditasat az
aldozatban az nitrophorinok és a nitrogén-monoxid kozti affinitas pH-
érzékenysége biztositja: az NO felszabadulasa magasabb pH-értékeknél
sokkal gyorsabb. A pH megvaltozasa nem kozvetlentil a hem csoport
miikddését, hanem az azt befogadd fehérjematrix viselkedését
modositja. Munkank célja ennek a médosulasnak azonositasa volt, hogy
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a tapasztalt affinitas-kiilonbség szerkezeti magyarazatara javaslatot
tehesstnk.

A nitrogén-monoxid masodlagos hirvivé szerepét az oldhat6 guanilat-
ciklazhoz (sGC) kotédve tolti be. Az sGC GTP-b6l cGMP-t 4llit eld, ezt a
katalitikus folyamatot teszi nitrogén-monoxid jelenléte kétszazszor
hatékonyabbd. A cGMP szintén egy hirvivé molekula, tobb létfontossagu
folyamat inicidtora - aktivaciés jelének specificitdsa tehat dontd
jelent6ségili. Az sGC szempontjadbdl ez azt jelenti, hogy az nitrogén-
monoxidot ezerszeres oxigén tualsily mellett is, szelektiven és
hatékonyan kell megkotnie. Az oxigén-kizaras molekularis részleteinek
jobb megértése felé igen jelentds 1épés volt a bakteridlis H-NOX fehérjék
felfedezése, amelyek az sGC hem-tartalmu, nitrogén-monoxid-koto
doménjéhez hasonld feltekeredési mintdzatot (fold) mutattak, de
levegén stabil oxigén-komplexeket képeznek. Az sGC hem doménjének
aktiv zsebe teljesen apoldris, mig a Thermoanaerobacter tengcongensis
H-NOX-ban a hemhez kotott oxigén részleges negativ toltését a
katalitikus zseb egy Tyr oldalldnca stabilizdlja. Munkdm sordn azt
szerettem volna tisztazni, hogy el6feltétele-e a Tyr (vagy barmely mas
H-kotés donor) jelenléte a disztdlis hem zsebben az oxigén kotédésének
és hogy esetleges hianya garantalja-e a szelektivitast.

Az 1. fejezethez tartozo tézisek:

. Csatolt elektron és protontranszfer utvonalakat vizsgaltunk a
nitrogén-monoxid-szintdz enzim hem csoportjahoz kotott oxigén, az
aktiv helyen horgonyzott L-Arg szubsztrat és a redoxifolyamat elektron-
forrasa, a tetrahidrobiopterin kofaktor koézott. Megmutattuk, hogy a
kofaktor kot6dése az alkalmazott modellrendszerben nem elégséges
feltétele az elektrontranszportnak, ellenben a kofaktor
deprotonalasaval kivalthatd az elektron-atadds és a hembhez
koordinalddott oxigén aktivaloddasa (51, S2).

. A rablépoloska nitrophorin 4 fehérjéje esetében azonositottunk
egy Asp oldallancot, amely a vérszivo rovar nydldnak megfelel§ savas
pH-n protonalt és H-hid donorként jarul hozza a hemhez kotott NO
ligandum szorosan pakolddott kot6helyének kiépitéséhez. A human
fiziol6gidnak megfelel6 neutralis pH-n ez az oldallanc deprotonalédik és
a felszabaditott flexibilis hurkok egymastol eltavolodva kieresztik a
csapdazodott NO molekuldt, mely értagitdé hatast fejt ki a csipés
kérnyezetében. (S3)

. Megmutattuk, hogy kiillonb6zé H-NOX fehérjék - melyek a
masodlagos hirvivé cGMP-t eléallit6 human sGC enzim bakteridlis
modellrendszerei - eltéré oxigén-affinitdsdt miként befolyasolja a
nyugalmi allatot leiré konformdacids sokasag. Azt talaltuk, hogy oxigén
kotésre csak azok a varidnsok alkalmasak, amelyek a nyugalmi
allapotban olyan mdédon koordindlnak vizmolekuldkat, hogy azok a
fehérjematrixot az oxigén megkotésére alkalmas konformdacioban
rogzitik (S4).

. Az oxigén, a nitrogén-monoxid és a szénmonoxid ligandumok
vandorlasat vizsgaltuk H-NOX fehérjék esetében. Kidolgoztunk egy
modellrendszert, mely a szimuldciok alapjdn nem csak a
fehérjematrixokat datszové utvonalak és tranziens kotShelyek
felderitését, hanem a diffizié sebességének becslését is lehet6vé teszi.
(S5)

2. Betegségokozé mutdciok hatdsa eqy pszeudouridindz
miikédésére

Az uridin pszeudouridinné (W) torténé izomerizdciéja az RNS

leggyakoribb poszttranszkripciés mddosulasa. W-k nagyon sokféle RNS-

ben (tRNS-ekben, rRNS-ekben, snRNS-ekben és mRNS-ekben)
fordulnak eld, gyakran az RNS-ek funkciondlisan fontos régidiban,
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eldgazdsokban, aktiv helyek ko6zelében. Tobb ribonukleoprotein
(fehérje-RNS) komplex, példaul a riboszéoma és a spliceoszéma
hatékony miikodéséhez elengedhetetlen az RNS komponensek bizonyos
pontjain szelektiven lejatsz6doé pszeudouridilacié. A pszeudouridilacios
(U - ¥) atalakulas soran a cukor egység és az uracil gytir kozti C-N
kotés felhasad, a bazis elfordul és egy C-C kotést kialakitva kot6dik
vissza. W-k fokozzdk az RNS-ek szerkezeti- és ho-stabilitdsat, és
el6segitik az Osszetett térszerkezetek és kotdzsebek kialakitasat. A
pszeudouridilacié enzimkatalizalt folyamat, pszeudouridilazok (PSUK)
végzik. Az altalunk vizsgalt box H/ACA PSU négy fehérjelancbodl
(diszkerin, Nop10, Nhp2, Garl) és egy vezérl6 RNS-bdl épiil fel. A
szubsztrat-RNS-ek koordinacidjat és poziciondldsat ezekben az
enzimkomplexekben a vezérl6 RNS, egy kis sejtmagvacska RNS
(snoRNS) végzi, az izomerizaciot pedig a fehérjekomponensek - az
katalitikus centrumot a diszkerin fehérje és a snoRNS kozosen alakitja
ki. Egylttm(ikdd6 partnereink a box H/ACA PSU komplex két
hallasi problémakkal jellemezheté eddig nem leirt, 4j fenotipussal
tarsulnak. K6z6s munkank arra iranyult, hogy megértsiik milyen
szerkezeti valtozasok kovetkeznek be a mutaciok folytan és hogy ezek
az enzimmiikddés mely folyamataira lehetnek hatdssal. A feladatot
kiléndsen izgalmassa tette, hogy az mar a rendszer homolégia
modelljének felépitésekor kidertlt, hogy a mutaciok az aktiv helyt6l
igen tavol torténnek, egy fehérje-fehérje kontakt-felszin illeszkedését
modositjak. Ezért, hogy hatasukat értelmezni tudjuk, a teljes - 6
molekulabdl all6 - katalitikus gépezet egymasra gyakorolt hatasarol,
kélcsonhatasi mintazatarol kellett atfogd képet nyerniink, QM, QM /MM
és molekulamodellezési moédszerekkel, hogy a paciensek korében
gylijtott, zebrahal modellekben igazolt kisérleti eredményekhez
racionalis molekularis modellt szolgaltassunk.

A 2. fejezethez tartozo tézisek:

. Megmutattuk, hogy a box H/ACA pszeudouridindz komplex
diszkerin és Nop10 fehérjéi esetében a katalitikus helyt6l tavol es6
betegségokoz6 muticiék a pszeudouridilacioés reakcié hatékonysagat
csokkentik. Bakterialis analégokat felhaszndlva elkészitettiik a human
pszeudouridindz modelljét és annak szerkezetét molekuladinamikai
szimuldciékkal optimaltuk. Azonositottuk az aktiv helyet és az
enzimkomplexum fehérje-fehérje kolcsonhatasi felszinét 0sszekotd
kolcsonhatdasi hal6zatokat és megmutattuk, hogy az aktiv helytdl tavol
es6 mutdciok is katalitikusan szignifikans valtozasokat indukalhatnak
az aktiv helyen (S6).

. Megmutattuk, hogy a szubsztrat-RNS kozel szekvencia-
fiiggetlen médon kotédik az aktiv hely kornyezetében, mely alapjan
javaslatot tettlink a pszeudouridilaciés 4atalakitds terdpids
felhasznalhat6sagara (S6).

. MD szimulaciékkal igazoltuk, hogy a vad tipusu enzim esetében
a szubsztrat uridin torzult konformdciéban kotédik az enzim aktiv
helyén. Mivel ez a k6t6dési mod az inaktiv enzimvariansok esetében
nem alakul ki, feltételeztiik, hogy katalitikus jelent6séggel bir. Munkank
igazolta, hogy a torzult kiindulasi konformacid jelentdsen csokkenti a
katalitikus folyamat sebességét meghatarozé C-N kotésfelhasadas
energiagatjat (57, S8).

3. Onkogén mutdciok hatdsa a K-Ras szerkezetére és
dinamikdjdra

A K-Ras a szervezetiink egyik leggyakrabban mutal6dé onkoproteinje:

az emberi rdkos megbetegedések ~15%-aban megjelend mutécioi

gyakran kisérik vastagbél-, hasnyalmirigy- és tiidérak kialakulasat.

Molekularis kapcsoloként miikédik, amely a sejtnévekedéssel és a
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proliferaciéval kapcsolatos utvonalakat szabdlyozza. A K-Ras egy
membranlokalizalt GTPaz enzim, katalitikus doménje Rossmann-fold
szerkezet(i, amely tovabbi két jol elkiiloniil6 részre oszlik: az effektor és
az alloszterikus régiékra. Az effektor régiéo kommunikal a downstream
partnerekkel, mig az alloszterikus régié a membran felé nyulik, és a
membranhoz kapcsolddé HVR szegmensben végzddik, amely a Ras
fehérjét a membranhoz horgonyozza. Az effektor régiéban talalhato
effektor- és nukleotidkoté helyek részben atfednek, a switch I-nek (I.
kapcsolonak) nevezett hurok ellentétes oldalain helyezkednek el. A
nukleotid koordinaldsdban a foszfatkotd P-hurok és egy tovabbi
kapcsol6-hurok, a switch I, vesz még részt, valamint az allosztérikus
régié nukleobazis-koté hurkai. gy a révid és meglehetésen merev P-
hurkot leszamitva az enzim Kkatalitikus helyét els6sorban rugalmas
szegmensek alkotjadk, amelyek - a nukleotiddal valé kozds
asszociaciojuk révén - az egyes régiok kozotti kapcsolatot s
megteremtik. A P-hurok egy masik szempontbdl is igen jelentds: a K-Ras
onkogén mutdciéinak tobb mint 80%-a ennek a szegmensnek a G12
funkcié szempontjabol legfontosabb szegmensei flexibilisek, igy a
szerkezetvizsgalatara leginkdbb az NMR spektroszképia alkalmas.
Részletes spektroszkdpiai elemzést végeztiink vad tipusu és onkogén
mutaciét hordozé variansok GDP és GTP kotott formai esetében, nativ
és Mg2*-mentes kornyezetben, a dinamikai sajatsagok valtozasaira
fokuszalva. A kisérletek tervezése és az eredmények értékelése QM /MM
szamitasok és molekuladinamikai szimulaciék tanulsagai alapjan
tortént.

A 3. fejezethez tartozé tézisek:

. NMR mérések, MD szimulaciék és QM/MM szdmitasok
segitségével igazoltuk, hogy a rdkos megbetegedések jelentds
hanyadaért felel6s K-Ras fehérje GTP-kotott aktiv formaja és a GDP-
kotott nyugalmi allapota kozti egyik legjelentésebb szerkezeti eltérés a

flexibilis switch-I régiéban taldlhaté Tyr32 irdnyultsdga: az oldallanc
atfordulasa és a GTP y-foszfat csoportjahoz val6 kotédése katalitikusan
jelent6s atrendez6déseket von maga utan. A switch-I alakja és
polaritdsa megvaltozik, valamint a Tyr32 részt vesz a katalitikus viz
molekula a hasitandé foszfat-csoport kézelében valé rogzitésében. igy a
Tyr32 a WT rendszer esetében novekedési jel tovabbitasanak
hatékonysagat és iddbeli korlatoltsdgat is meghatirozza. Onkogén
mutaciok jelenlétében a K-Ras fehérje ez utdbbi funkciot kevésbé
hatékonyan latja el, ami hozzajarul azok betegségokozd hatasahoz. (S9,
S10)

. Megallapitottuk, hogy a K-Ras GDP-kotott nyugalmi allapotaban,
kilénosen a Mg?2+-kofaktor tavollétében, olyan konforméciokat
mintavételez, amely a nukleotidcsere altal bekovetkez6 aktivalédashoz
készitik el6 a rendszert. A katalitikus ciklusba illeszthetd minor formak
esetében a switch-régiok fellazulnak és a nukleotidkét6-hely olddszer-
hozzaférhet6sége megné. A valtozadsok mutacié-szenzitivek, azaz
lehetdséget teremtenek az onkogén varidnsok specifikus megcélzasara
(S11,S12)

4. A podocin szerepe a vese sziirérendszerében

A vese sziir6funkciojat ellaté résmembran bonyolult szerkezetét
nagyszamu fehérje egyiittese tartja fenn: a podocin, nefrin, CD2-vel
asszocialt fehérje (CD2AP), tranziens receptorpotencial kationcsatorna
alcsalad C-tag 6 (TRPC6), zonula occludens-1 (Z0-1) és a nefrinszeri
fehérje (NEPH1) makromolekularis komplexe. A podocin egy
intracellularis, membranhoz horgonyzott szerkezeti fehérje, amely a
podocita sejten beliil rogziti az extracellularis térben a résmembran
szlir6haléjat kialakitd transmembran nefrin szalakat. A nefrin
podocinhoz k6t6d6 intracellularis része felelés azért is, hogy soktagu
fehérje komplexum a podocita sejtek citoszkeletonjahoz kapcsolddjon,
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valamint jelatviteli platformként is szolgdl. A podocin és a nefrin
betegség-okozé mutdciéi  koziil némelyek e fehérjék az
endoplazmatikus retikulumban valé visszatartadsat eredményezik, mig
masok a membranhoz kotétt podocin-nefrin parosok rendezédését
zavarjak meg - mindkettd sulyos, gyakran haldlos kovetkezményekkel
jar. A podocin szteroidrezisztens nefrotikus szindrémat okozo
mutdcidival kapcsolatban egytlittm(ikdd6é partneriink megallapitotta,
hogy a betegség mutdaciofiiggé recessziv mintazatban o6roklédik. Az,
hogy az egyik sziil6t61 6rokolt mutacid betegségokozo hatasa csak akkor
érvényesiil, ha a masik sziil6t6l egy a szomszédos exonon muticiét
hordoz6 allélt 6rokdl az utdd, arra utalt, hogy ezekbdl a fehérje-
variansokbdl vegyes parok alakulnak ki, amelyek a vad tipusu paroktél
eltérd tulajdonsagokkal birnak, azaz feltételezhet6en mas szerkezetiek.
Azt a hipotézist alakitottuk ki, hogy a podocin oligomerek azon tul, hogy
rogzitik a transzmembran nefrin szalak intracellularis szakaszat,
stabilitast biztositva a szlir6rendszert kialakitd molekuldk szamara,
egyuttal azok szabalyos rendezddéséért is felelhetnek. Ezt a rendet
zavarhatjak meg a torzult szerkezet(i podocin parok. Célkit{izésem ezzel
a munkaval kapcsolatban az volt, hogy ennek az komplex rendszernek a
szerkezetét és rendez6-elveit molekulamodellezési eszkozokkel
felderitsem, valamint, hogy segitsek értelmezni betegségokozo
mutaciék hatadsmechanizmusat, hogy esetleges korrekciojukra
javaslatot tehesstink.

A 4. fejezethez tartozé tézisek:

. Megmutattuk, hogy a podocin polimorf R229Q mutdaciét
hordozé varidnsaval patogén tarsulasokat képzé Un. asszocidlt
mutdciék a WT rendszertdl eltérd dimer parokat hoznak létre és ezt
javasoltuk betegségokozd hatdsuk magyarazatdul. A podocin monomer
szerkezetét homoldgia modellezéssel becsiiltiik. A dimer péarok
felépiilését coiled-coil asszocidcionak tételeztiik fel, a betegségokozd
mutdcidk helyzetébdl kiindulva, szerkezetiiket MD szimulacidkkal

optimaltuk.  Sikeriilt megmutatni, hogy a patogén tarsuldsokhoz
tartozé dimer parok eltérd szerkezet(iek, de er6sebben kétottek, mint a
nem-patogén asszociacidk, melyben meghatarozé szerepet jatszik az
R229Q muticié a monomer szerkezetre gyakorolt merevité hatdsa,
mely annak szerkezeti heterogenitdsat és képlékenységét csokkenti.
Eredményiink az els6 példa egy autoszomalis recessziv rendellenesség
esetében tapasztalhaté klinikailag is meghatdrozé interallelikus
ko6lcsonhatasra (S13, S14).

. A szamitott dimer modell szerkezetét felhasznalva 0j utmutatot
dolgoztuk ki a szteroid rezisztens nefro6zissal kapcsolatos genetikai
tanacsadashoz (S15).

5. Multimerizdcio és flexibilitds hatdsa az acil-aminoacil
peptiddzok miikédésére

A human acil-aminoacil peptiddz (AAP) egy homotetramer szerin-
protedz enzim, amely a szervezetiinkben elsésorban a rosszul
feltekeredett vagy oxidativ kdrosoddst szenvedett fehérjék
lebontasdban jatszik szerepet, a proteaszoma kulcsfontossagu
upstream moduldtora. A human AAP mindenekel6tt exopeptidaz, N-
acetilezett aminosavak eltavolitdsat katalizdlja oligopeptidek és
fehérjék N-terminusdrél azonban szubsztratkore nagyon tag és
valtozatos.  Irreverzibilisen  gatolhatd  példaul  karbapenem
antibiotikumokkal és organofoszfat peszticidekkel, hasitani képes egyes
glukuronat metabolitokat és foszfonsav-antibiotikumok lipofil észtereit
is. Az eml8s enzim tetramer felépitése is egyedi, hiszen a bakterialis
AAP-k dimer vagy hexamer szerkezeteket preferdlnak. Ezek a
tulajdonsagok kiilonlegessé teszik az eml6és AAP-t nem csak sziikebb
csaladjan - az oligopeptidazokon - beliil, hanem a szerin proteazok
népes nemzetségében is. Az emlés AAP esetében a természet egy jol
bevalt katalitikus apparatus - a Ser-His-Asp triad - funkcionalitasat
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diverzifikalta, a hatékonysag megzavardasa nélkiil. Szerettiik volna
megérteni, hogy miként valik egy sz{ik specificitdsi enzim, szubsztratok
széles korével reakcioképes detoxifikdld dgenssé. Ezeken tul, az AAP
miikddésének jobb megértése élettani szempontbdl is igen fontos,
farmakoldgiai célpontként jeldlték meg a petefészek, csont, bér,
vastagbél-, tiid6-, vese- és prosztatardk bizonyos tipusaiban, és az
monomerek tobb mint 700 aminosavat tartalmaznak, ezért multimer
strukturdik  krisztallografiaval és  krio-elektronmikroszkopiaval
vizsgalhatok.  Mi minkét mddszerrel tanulmanyoztuk mind a
bakterialis, mind az eml&s valtozatokat az eredményeket pedig QM /MM
és molekulamodellezési szamitasokkal egészitettiik ki és értelmeztiik.

Az 5. fejezethez tartozé tézisek:

. Krisztallografiai és molekulamodellezési moddszerekkel
igazoltuk, hogy a dimer formaban aktiv Aeropyrum pernix AAP nyugalmi
allapota nyitott és csukott formadk dinamikus egyensulyaként
képzelhetd el, valamint, hogy a domének felnyilasat és 6sszezarddasat a
dimerizaci6 nem akaddlyozza. Megmutattuk, hogy a nyitott forma
katalitikusan inaktiv, azaz a domének kozti kélcsonhatasok alakitjak ki
a katalitikus tridd aktiv elrendez6dését. MD szimuldciok segitségével
azonositottuk azokat a szerkezeti elemeket, amelyek peptid ligandumok
esetében a doménmozgasokat gatoljak, illetve eldsegitik (S16, S17).

. A hexamer szerkezetli Pyrococcus horikoshii AAP esetében
krisztallografiai médszerekkel igazoltuk, hogy a merev monomerekbdl
felépiil6 komplex enzimstruktira olyan csatornarendszert tartalmaz,
amely alkalmas a szubsztratok méret és 6sszetétel alapu szelekcidjara.
MD szimulaciok eredményei alatamasztottdk, hogy a monomerek
onmagukban stabilak, igy a hexamerizaci6 szerepe a funkciéval fiigghet
0ssze, valamint, hogy a katalitikus tridd a monomerként szolvatalt
rendszerekben latens elrendezddésben talalhato, melyet a szubsztrat

specifikus kot6dése vagy a hexamer forma részlegesen deszolvatalt
allapota rendezhet aktiv konformaciéba (S18).

. Krio-EM modszerrel felderitettiik az emlés AAP enzim
(sertésmajbdl izoldlt pAAP) tetramer szerkezetét és azonositottuk a
ko6lcsonhatasi felszinek kialakitdsaban szerepet jatszo, eml8s-specifikus
szerkezeti elemeket. MD szimuldciék alapjan arra a feltételezésre
jutottunk, hogy az enzim katalitikus apparatusa inaktiv konformaciékat
is mintavételez. Ez a kisérletileg meghatdrozott toltéssilirliségi
térképeken is felismerhet6 volt, és elvezetett az aktiv tridd relaxaciojat
lehet6vé tévé emlds-specifikus kdlcsonhatasi kézpont azonositasahoz.
(S19)

. Krio-EM méréssel és MCMM konformdciés analizis,
molekuladinamikai szimuldciok és QM/MM szdmitasok segitségével
meghataroztuk a meropenem karbapenem antibiotikum pAAP-hez val6
aktiv hely szokatlan flexibilitdsat és fokozottan eltemetett jellegét
javasoltuk. A meropenem megkotédése az enzim irreverzibilis
gatlasaval jar - ezt a katalitikus tridd His oldalldncdnak a komplex
képzés sordn torténd kibillenésével, azaz a katalitikus tridd
inaktivalédasaval magyaraztuk. Ez az els6 olyan szerkezet, amely egy
emlés forrasbél szdrmazo6, a homeosztazis szempontjabol jelent6s
enzim és egy karbapenem antibiotikum kot6dését igazolja, és
komplexének szerkezetét bemutatja. (S20)

. Krio-EM szerkezet-meghatarozassal és QM /MM szamitdsokkal
jellemeztiik a pAAP klasszikus szerin-proteaz inhibitorokkal képzett
komplexeit és megallapitottuk, hogy az pAAP aktiv helye szokatlanul
tagas és képlékeny, melyet az aktiv hely relaxaciojat is lehetévé tévd
P506 jelenlétének szertedgazd szerkezeti hatasaval magyaraztunk.

(S21)
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