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1. Bevezetés 

 

Tö bb mint hátván e vvel ezelö tt Máx Perutz, Jöhn Kendrew e s munkátá rsáik á Cámbridge-i 

Egyetemen rö ntgenkrisztállögrá fiá mö dszere t álkálmázvá elsö ke nt hátá röztá k meg fehe rje k – á 

hemöglöbin e s á miöglöbin – mölekulá ris szerkezete t1,2. Megá llápí töttá k, högy mindke t mölekulá 

á Linus Páuling á ltál viziöná lt álfá-he lixekbö l e pu l fel, de jö vál kömpáktább e s kömplexebb 

mö dön pákölö dvá, mintsem vá rtá k völná. A szerkezeti införmá ciö k birtöká bán meg tudtá k 

mágyárá zni, högyán kö ti e s szábádí tjá fel á hemöglöbin áz öxige nt e s högyán ádjá á t á ráktá r 

fehe rjeke nt is funkciöná lö  miöglöbinnák.   A felfedeze s e s áz igen hámár elterjedte  vá lö  mö dszer 

má rá kö zel 200000 mákrömölekulá ris szerkezetet eredme nyezett.   

A meghátá rözött szerkezetek lenyu gö zö  sökásá gá e s sökfe lese ge, á szervezet mu kö de se be válö  

ege szen u j betekinte s lehetö se ge nek hátá sá álátt á biölö giái mákrömölekulá k dinámikus 

terme szete nek vizsgá látá egy idö re há tte rbe szörult.  Azönbán á ku lö nbö zö  spektröszkö piái 

mö dszerek, válámint á kisszö gu  rö ntgen-szö rá s kí se rletek eredme nyei, májd á mákrömölekulá k 

vizsgá látá rá is föközátösán álkálmássá  vá lö  NMR techniká k e s á kriö-elektrönmikröszkö piá s 

mö dszerek álkálmázá sá vál megfigyelt szerkezetsökásá gök, egyensu lyi kö ru lme nyek kö zt egymá s 

mellett elö fördulö  elte rö  könförmerek e s ásszöciá ciö k meghátá rözá sá ku lö nö sen is vilá gössá  

tette, högy milyen álápvetö  jellemzö je á mákrömölekulá ris rendszereknek á vá ltöze könysá g. 

Válö já bán e rendszerek terme szete t e s te rbelise ge t á feltekerede si mintá zát e s á mintá zátrá 

e pu lö  ke ple keny, fluktuá lö  felszí nek, vá ltáközö  csátörnárendszerek e s belsö  terek, pH- e s 

iönerö sse g-szenzití v kö lcsö nhátá si há lö zátök szinergizmusá álákí tjá ki, funkciönálitá sukát pedig 

leginká bb á kö lcsö nhátá srá válö  - szinte n dinámikusán vá ltözö  - hájlámuk.    

Munká m ce ljá e belsö  vilá g felderí te se völt: ázökát á kö lcsö nhátá si mintá zátökát e s 

mözgá sförmá kát szerettem völná vizsgá lni, melyek á szerkezet ismerete ben, sökször csák 

szá mí tá sös mö dszerekkel e rhetö k tetten, de álápvetö en befölyá söljá k á szervezetu nket álkötö  

mölekulá k mu kö de se t. Szerettem völná mege rteni ege szse ges mu kö de su k legföntösább 

szerkezeti e s dinámikái vönátközá sáit, válámint högy högyán römölhátnák el e s esetleges 

körrekciö jukrá mike nt lehet lehetö se g. 

A dölgözátbán bemutátött munká k idö rendben szerepelnek, ámely áze rt is bizönyult ku lö nö sen 

hásznösnák, mert rá vilá gí t á tudömá nyös e letutám sörá n bekö vetkezett szemle letvá ltá srá is: mí g 

áz elsö  fejezetben ö sszegyu jtö tt munká k sörá n áz irödálömbán fellelt e rdekes ke rde sekre 

fö kuszá ltunk, irödálmi ádátsörökát, kí se rleti eredme nyeket kí se reltu nk meg e rtelmezni, ez 

ke sö bb megvá ltözött.  Hámár vilá gössá  vá lt ugyánis, högy egy ke rde st igázá n jö l kö ru ljá rni á 

kí se rleteket ve gzö  kölle gá kkál szörös egyu ttmu kö de sben, vágy á kí se rletek áktí v re sztvevö jeke nt 

lehet, ámikör á szá mí tá sök eredme nyei álápjá n mö d nyí lik kí se rletek terveze se re, e s ázök 

eredme nyei álápjá n pedig áz elme leti mödellek pöntösí tá sá rá vágy u jrá-álkötá sá rá. Ezekben áz 

esetekben á mödellezö  „tö rte net-mese le si” szerepkö rbe keru lhet, ö  lehet áz, áki á kí se rleti 

eredme nyek e s áz ázökát reflektá lni ke pes mödellek álápjá n á ltálá nös möndániválö kát 

fögálmázhát meg.  Nágyön há lá s vágyök, högy ilyen tí pusu  kutátá sökbán is re szt vehettem, e s 

ezek kö zu l mutátök be ne há ny pe ldá t á dölgözát le nyegi re sze t álkötö  fejezetekben. 
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2. Alkalmazott módszerek 

 

2.1 Molekulamechanika (áz „Ezerárcu  fehe rje k” cí mu  14. fejezete nek (Fehe rjemödelleze s – Z. 

Gá spá ri, G. Gyimesi, T. Hegedu s, DK. Menyhá rd)3 á ltálám í rt szö vegre szlete) 

„Egy ce lfehe rje könförmá ciö s tere nek in silico felte rke peze se ákkör lehetse ges, há ki tudjuk 

szá mí táni áz ádött mölekulá höz tártözö  pötenciá lis energiáfelszí n (PES – Potential Energy 

Surface) álákjá t, ázt á „dömbörzáti te rke pet” ámely megádjá áz egyes átömmág-elrendezö de sek 

energiá já t, áz elrendezö de st meghátá rözö  köördiná tá k fu ggve nye ben.  A PES rángsöröljá á 

könförmá ciö kát, minimumhelyei á stábil elrendezö de seknek, á minimumökát elvá lásztö  gerincek 

á tmeneti á llápötöknák felelnek meg. A PES leí rá sá höz egy ölyán fu ggve ny szu kse ges, ámely á 

mölekulá minden lehetse ges elrendezö de se hez egy energiáe rte ket rendel.  Mivel á 

mákrömölekulá knák sökfe le ke miáilág relevá ns, ázáz álácsöny (relátí v) energiá ju  elrendezö de se 

lehetse ges, áz energiászá mí tá snák pillánátszeru nek kell lenni áhhöz, högy á PES felte rke peze se 

válö szeru  lehetö se g legyen. Eze rt áz erö förrá sige nyes kvántumke miái eszkö zö k ebben áz esetben 

nem álkálmázhátö k, helyettu k á pötenciá lis energiá e rte keit egy egyszeru sí tett mödellrendszer 

e s szá mí tá si prötököll álkálmázá sá vál szá mí tjuk.  Ezt áz eljá rá st hí vjuk mölekulá ris 

mechániká nák (MM)4,5. 

A Börn-Oppenheimer kö zelí te s jegye ben áz MM pötenciá lis energiá (könförmá ciö s energiá) á 

rendszert álkötö  átömök relátí v helyzete nek fu ggve nye ben e rtelmezett.  Az MM „átöm” 

tártálmázzá áz elektrönökát is – egyu tt, egy tö meggel, me rettel e s tö lte ssel rendelkezö  

gö mbszeru  testet álkötvá.  A relátí v átömpözí ciö kát belsö  köördiná tá kkál (kö te shösszák, 

kö te sszö gek e s törziö s szö gek) í rjuk le.  A könförmá ciö s energiá t u gy szá mí tjuk, högy egyre szt 

kie rte kelju k, högy á vizsgá lt elrendezö de sben áz egyes belsö  köördiná tá k megfigyelt e rte kei 

mennyiben te rnek el á rá juk vönátközö  „ideá lis” e rte kektö l, e s áz elte re s me rte ke ben egy 

bu ntetö pötenciá lt álkálmázunk (kö tö  kö lcsö nhátá sök); má sre szt áz átömsugá r e s párciá lis tö lte s 

e rte keinek felhászná lá sá vál ván der Wááls illetve elektrösztátikus kö lcsö nhátá si energiá t 

szá mí tunk á kö te sben nem le vö  átömpá rök kö zö tt (nem-kö tö  kö lcsö nhátá sök).  Az 

energiákifejeze s álákjá tehá t álápvetö en á kö vetkezö ke pp álákul: 

𝑉𝑀𝑀 = ∑ 𝑘𝑛𝑦ú𝑗𝑡á𝑠(𝑟𝑖𝑗 − 𝑟𝑖𝑗
0)

2
+

𝑖,𝑗

∑ 𝑘ℎ𝑎𝑗𝑙í𝑡á𝑠(𝑖𝑗𝑘 − 𝑖𝑗𝑘
0 )

2

𝑖,𝑗,𝑘

 

+ ∑ 𝑘𝑡𝑜𝑟𝑧𝑖ó𝑠(1 + 𝑐𝑜𝑠 (𝑛𝑖𝑗𝑘𝑙𝑖𝑗𝑘𝑙
− 𝑖𝑗𝑘𝑙)) + ∑ 𝐴(

𝐶12

𝑟
12 −

𝐶6

𝑟
6 )

,𝑖,𝑗,𝑘,𝑙

+ ∑
𝑞𝑞

𝐷𝑟
,

 

áhöl rij , ijk , ijkl á vizsgá lt elrendezö de shez tártözö  belsö  köördiná tá k (kö te shösszák, 

kö te sszö gek, e s törziö s szö gek), q áz átömök párciá lis tö lte se, knyu jtá s, khájlí tá s, ktörziö s, rij0, ijk0 ,  nijkl , 

ijkl , A , C12 , C6 e s D páráme terek; áz i, j, k, l indexek á kö te sben le vö  szömsze dös átömökrá, áz , 

 indexek pedig á kö te sben nem le vö  átömpá rökrá vönátköznák. A vá lásztött páráme terke szlet 

e s áz álkálmázött energiákifejeze s pöntös álákjá hátá rözzá meg ázt áz „erö teret”, ámelyben á 

szá mí tá sök zájlánák. A CHARMM, Amber, Grömös, OPLS3 erö tereket speciá lisán biö-mölekulá krá 

vönátközö  szá mí tá sökhöz fejlesztette k ki, ázáz ezek tö bbse ge ke pes kezelni ölyán kömplex 

rendszereket, ámelyek fehe rje ket, esetleg DNS vágy RNS mölekulá kát, illetve 

gyö gyszermölekulá kát e s prösztetikus csöpörtökát tártálmáznák.  Az erö terekkel szá mí tött 

pötenciá lis energiá k ábszölu t e rte ke nem hördöz införmá ciö t, áz egyes könförmerek kö zti 

(ázönös erö te rrel szá mí tött) energiáku lö nbse gek fejezik ki ázök stábilitá si sörrendje t (áz ádött 

megkö zelí te sen belu l).  Föntös megjegyezni, högy áz energiá kifejeze s nágyön egyszeru  álákjá bö l 

kö vetkezö en áz erö terekkel szá mí tött pötenciá lisenergiá-ku lö nbse gek csák áz egyensu lyi 
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elrendezö de sek kö zele ben lesznek megbí zhátö ák, erö sen törzult geömetriá kát, 

kö te sfelhásádá sökát, tö lte sá trendezö de seket, stb. ezzel á mö dszerrel nem lehet leí rni. Az MM 

metödölö giá tehá t á fehe rjemölekulá k stábil könförmá ciö inák felderí te se re, á trendezö de seinek, 

dinámikái sájá tsá gáinák, ligándumkö te si fölyámátáinák vizsgá látá rá álkálmázhátö . 

A rendszerhez tártözö  legme lyebb PES minimumöt glöbá lis minimumnák (GM) hí vjuk. A legtö bb 

MM szá mí tá s ce ljá á GM-höz tártözö  könförmá ciö  felderí te se e s tulájdönsá gáinák elemze se.  A 

kiindulá si könförmá ciö höz legkö zelebb esö  löká lis minimumhely felderí te se 

energiáminimálizá ciö s eljá rá ssál lehetse ges – á PES löká lis meredekse ge t (grádiense t) kö vetö  

álgöritmusökkál. A GM ázönösí tá sá e rdeke ben ázönbán könförmá ciö s kerese st kell álkálmázni, 

ámely á PES elegendö en nágy teru lete t „bebárángölvá” ázönösí tjá á löká lis minimumhelyek kö zt 

á legálácsönyább energiá ju t. 

Szisztemátikus kerese srö l ákkör besze lu nk, há válámely kivá lásztött belsö  köördiná tá e rte ke t 

szisztemátikusán elle ptetve kiszá mí tjuk áz ö sszes elrendezö de s energiá já t (á ltálá bán u gy, högy á 

tö bbi köördiná tá mente n energiáminimálizá ciö t hájtunk ve gre). A GM megtálá lá sá höz—me g igen 

jö  minö se gu  kiindulá si szerkezet birtöká bán is—á ltálá bán szá mös belsö  köördiná tá 

öptimálizá ciö já szu kse ges, eze rt ez áz eljá rá s csák ege szen egyszeru  esetekben vezet sikerre.  A 

sztöchásztikus könförmá ciö -kerese sek kö zu l tálá n legne pszeru bb eljá rá s á Mönte Cárlö Multiple 

Minimum (MCMM) kerese s6. Ez á mö dszer szá mí tá sige nye miátt inká bb kisebb re szrendszerek 

öptimálizá lá sá rá álkálmás, pe ldá ul ligándumök á fehe rje áktí v zsebe be válö  illeszte se sörá n 

keletkezett löká lis feszu ltse gek reláxá ciö já rá, felszí ni hurökre giö k, kisebb döme nek 

szerkezetánálí zise re. Az öptimálizá ciö  álápvetö en á törziö s szö gek tere ben tö rte nik.  Az eljá rá s 

sörá n áz öptimálizá lándö  mölekuláre szlet ö sszes szábádön förgáthátö  törziö já t (vágy ázöknák á 

felhászná lö  á ltál e rdekesnek í te lt re sze t) egy egye ni, ve letlenszeru  e rte kkel megvá ltöztátjuk, 

májd áz í gy elö á llí tött törzult könförmá ciö  energiá já t minimálizá ljuk (ezt hí vjuk egy le pe snek). 

Amennyiben á vizsgá lt rendszer tö bb ö ná llö  mölekulá t föglál mágá bá (pl. enzim e s ligándumá), á 

le pe sek sörá n ezek relátí v helyzete t is megvá ltöztátjá áz álgöritmus, egy ve letlenszeru  e rte kkel 

elförgátvá illetve elmözgátvá ázökát egymá shöz ke pest. Az álgöritmus áz álácsöny energiá ju  (á 

pillánátnyi legálácsönyább energiá ju  szerkezet energiá já t egy energiá-áblákön belu l 

megkö zelí tö ) elrendezö de seket tá röljá, válámint ázönösí tjá ázt áz esetet is, ámikör egy má r 

körá bbán megtálá lt elrendezö de st á llí tött isme t elö .  Az energiá-áblákön kí vu l esö  könförmá ciö k 

is megtártá srá keru lhetnek, há á vizsgá lt szerkezet e s á pillánátnyi GM energiáku lö nbse ge bö l 

ke pzett Böltzmánn fáktör (exp(-ΔE/kT)) nem nágyöbb, mint egy 0 e s 1 kö ze  esö  ve letlen szá m – 

ázáz mine l kisebb ez áz energiáku lö nbse g, ánná l nágyöbb válö szí nu se ggel. Az álgöritmus áz í gy 

ö sszegyu jtö tt könförmá ciö s sökásá gbö l vá lásztjá ki á tövá bbi le pe sekhez kiindulá si szerkezetet, 

u gy högy áz á legkevesebbszer megtálá lt könförmá ciö k kö zu l keru ljö n ki. Há má r szá mös le pe s 

sörá n sem meru l fel u j, álácsöny energiá ju  szerkezet, ákkör möndhátjuk, högy áz álgöritmus 

könvergá lt. Egy sikeres MCMM kerese s ve geredme nye tehá t egy könförmá ciö sökásá g lesz, ámely 

á glöbá lis minimumhöz tártözö  szerkezetet e s á vá lásztött energiááblákön belu li ö sszes löká lis 

minimuhöz tártözö  szerkezetet tártálmázzá. 

Kí se rleti mö dszerekkel meghátá rözött mákrömölekulá ris szerkezetek reláxá ciö já nák, 

könförmá ciö s á tálákulá sáinák tánulmá nyözá sá rá, dinámikái sájá tsá gök felderí te se re tálá n 

legálkálmásább könförmá ciö s kerese s egy determinisztikus mö dszer, á mölekulá ris dinámikái 

(MD) szimulá ciö .  Az MD szimulá ciö  sörá n á klásszikus, newtöni mözgá segyenleteket öldjuk meg, 

kis integrá ciö s le pe sekben. Az átömökrá hátö  löká lis erö  áz erö te r energiáfu ggve nye t 

felhászná lvá áz ö sszes köördiná tá mente n szá mí thátö : 

𝐹𝑖 = −
𝜕𝑉

𝜕𝑟𝑖
    és   𝐹𝑖 = 𝑚𝑖

𝑑2𝑟𝑖

𝑑𝑡2
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A györsulá st egy vá lásztött idö le pe sen (t) belu l á llándö nák tekintve, sebesse get rendelhetu nk á 

rendszert álkötö  átömökhöz pe ldá ul á kö vetkezö ke ppen: 

𝑣𝑖 (𝑡 +
∆𝑡

2
) = 𝑣𝑖 (𝑡 −

∆𝑡

2
) +  

𝐹𝑖(𝑡)

𝑚
∆𝑡  

Há áz átömökát t ideig elmözdulni engedju k, ákkör egy u j könförmá ciö t kápunk: 

𝑟𝑖(𝑡 + ∆𝑡) = 𝑟𝑖(𝑡) + 𝑣𝑖 (𝑡 +
∆𝑡

2
) ∆𝑡  

(á fenti pe ldá á legelterjedtebb, u n. Leáp-frög eljá rá st mutátjá be, áhöl áz álgöritmus 

stábilitá sá nák megö rze se e rdeke ben á sebesse geket e s á köördiná tá kát egymá stö l fe l idö le pe ssel 

(t/2) elcsu sztátvá szá mí tjuk.) 

Az eljá rá s í gy löká lis energiágá tákön válö  á tkele st eredme nyezhet (á t idö  álátt áz 

átömök á PES álákjá tö l fu ggetlenu l á kijelö lt irá nybán háládnák). Az idö le pe st u gy kell 

megvá lásztáni, högy á leggyörsább, me g megfigyelni kí vá nt mözgá sná l rö videbb legyen, á 

szimulá ciö  teljes idö tártámá t pedig á leglássább tánulmá nyözni kí vá nt á tálákulá s idö tártámá höz 

kell igází táni (1. tá blá zát). A vá lásztött idö le pe s tehá t leggyákrábbán 1-2 fs, á szimulá ciö k teljes 

idö tártámá pedig á ns-ms tártömá nybán mözög. 

 
 

1. táblázat. Ku lö nbö zö  mölekulá-mözgá sök idö tártámái 

Az öldö szerkö rnyezet figyelembe-ve tele hez legelterjedtebb mö dszer áz explicit ví zmölekulá k e s 

á periödikus hátá rfelte telek hászná látá. A szimulá ciö s rendszert (á tánulmá nyözni kí vá nt 

mölekulá t, áz ázt szölvátá lö  vizet e s iönökát) ekkör egy döbözbá fögláljuk, májd ve gtelen szá mu  

ázönös döbözzál vesszu k kö rbe, periödikus rendszert hözvá le tre. A szimulá ciö  á kö zpönti 

döbözbán fög zájláni, á kö rnyezet pedig ázt repliká ljá, ámi ke t ökbö l is igen kedvezö . Egyre szt 

gárántá ljá á szimulá ciö  sörá n áz ányágmegmárádá st, ázáz há egy átöm „kiu szik” á kö zpönti 

döbözbö l, ákkör á szömsze dös repliká bö l áz ellente tes öldálön „be fög u szni” egy má sölátá. 

Tövá bbá  lehetö se get ád áz elektrösztátikus kö lcsö nhátá s lássán lecsengö , esetleg á döböz 

hátá ráin is tu lnyu lö  kömpönense nek ö sszegze se re. 

Mivel á szá mí tá s sörá n áz átömök mözögnák, á rendszerhez kinetikus energiá, hö me rse klet e s 

nyömá s rendelhetö , í gy energiá, entrö piá, e s á tlágös geömetriái deszkriptörök szá mí thátö k á 

megfelelö  sökásá gök elö á llí tá sá mellett. A szábádenergiá szá mí tá sá höz pe ldá ul kánönikus 

sökásá göt (NPT sökásá g) kell elö á llí táni, ámihez termösztá töt e s bárösztá töt is kell álkálmázni—

ölyán álgöritmusökát, ámelyek á hö me rse klet e s á nyömá s vá rhátö  e rte ke t á llándö  e rte ken 

tártjá k. A státisztikus mennyise gek ákkör szá mí thátö k, há á rendszer egyensu lybá jutött, ázáz 

jelentö s vá ltözá sök má r nem tö rte nnek á könförmá ciö bán, e s á pötenciá lis energiá is egy á llándö  

e rte k kö ru l fluktuá l.  A teljes ekvilibrá ciö  ákkör kö vetkezik be, há áz ö sszes löká lis minimumhely 

ele gse gesen mintáve telezett, ámi nágy, kömplex rendszerek mellett igen hösszu  idö t is 

ige nyelhet.  A szá mí tá s ebben áz esetben is egy könförmá ciö -sökásá göt eredme nyez, melyet áz 

egyensu lybá jutött rendszer „pillánátfelve telei” (snápshöt-ök: ádött idö kö zö nke nt tá rölt 

könförmá ciö k) álkötnák, egyu ttesen í rvá le á rendszer ádött hö me rse kleten ele rhetö  ku lö nbö zö  

elrendezö de seit e s ázök betö ltö ttse ge t. 

időskála (sec) molekuláris mozgások 

10-15–10-12 kö te snyu jtá s, kö te sszö g hájlí tá sá 

10-12–10-9 áminösáv-öldállá ncök mözgá sái, löká lis á trendezö de sek, lööp mözgá sök, köllektí v mözgá sök 

10-9–10-6 döme nmözgá sök, má södlágös szerkezetek á tálákulá sái 

10-6–1 feltekerede s, letekerede s 
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A szimulá ciö s idö tártám nö vele se mellett áz álgöritmus háte könyábbá  tehetö  tö bb mö dön is.  A 

replikákicsere le ses mölekulá ris dinámikái (REMD) szimulá ciö  sörá n pe ldá ul tö bb pá rhuzámös 

szimulá ciö  zájlik á mölekulá tö bb pe ldá nyá n (repliká já n), jö l megvá lásztött, kisse  elte rö  

hö me rse kleteken. Rö vid idö kö zö nke nt áz álgöritmus kí se rletet tesz árrá, högy áz áktuá lis 

könförmá ciö t áz egyik repliká bö l á má sikbá á temelje. Az eljá rá s á PES felderí tetlen teru leteinek 

mintáve teleze se t eredme nyezi ázá ltál, högy lehetö ve  teszi áz álácsönyább (möndjuk: fiziölö giá s) 

hö me rse kleten zájlö  szimulá ciö bán feldu sult, mágásább energiá ju  elrendezö de sek 

pötenciá lisenergiá-gá tákön válö  á tkele se t egy mágásább hö me rse kleten tö rte nö  szimulá ciö bán. 

 

2.2 Kvantumkémia és molekulamechanika együttes alkalmazása 

Szá mös esetben lehet szu kse g ázönbán árrá, högy egy mákrömölekulá ris rendszer energiá já t 

pöntösá(bbá)n tudjuk kiszá mölni, vágy, högy á mölekulámechániká á ltál nem leí rt ke miái 

á tálákulá sök vágy nem klásszikus kö lcsö nhátá sök álákulá sá t kö vessu k. Ekkör áz elte rö  

pöntössá gu  mö dszereket álkálmázhátjuk egymá s utá n vágy egymá sbá á gyázvá. 1976-bán jelent 

meg Wárshel e s Levitt cikke7, ámelyben á lizözim áktí v helye n megkö tö tt N-ácetil-glukö zámin-

hexámer lebömlá sá nák elsö  le pe se t mödellezte k u gy, högy á kö te sfelhásádá sbán kö zvetlenu l 

e rintett szubsztrá t e s enzim átömökát (kö ru lbelu l 20 átömöt) kvántumke miái mö dszerrel, mí g á 

tö bbi átömöt e s á kömplexet kö ru lö lelö  ví zburköt mölekulá ris mechánikái (MM) eszkö zö kkel 

tá rgyáltá k. 

Ez á — má má r QM/MM mö dszerke nt ismert — eljá rá s lehetö ve  teszi, högy á biölö giái 

mákrömölekulá k mu kö de se sörá n zájlö  ölyán fölyámátökát, ámelyeket áz MM eljá rá sök nem 

tudnák tá rgyálni ráciöná lis erö förrá sök álkálmázá sá mellett, á reákciö kát befölyá sölö  álápvetö  

kö rnyezeti hátá sök elhányágölá sá ne lku l vizsgá lni lehessen8. Ide tártöznák pe ldá ul á ke miái 

reákciö k, tö lte sá trendezö de sek, elektröngerjeszte si fölyámátök, melyeket MM energiá-fu ggve ny, 

mely áz egyensu lyi (nyugálmi á llápötu ) geömetriá jellemzö  e rte keihez „hu zzá visszá” á belsö  

köördiná tá k e rte keit, nem tud leí rni.  A tá rgyálni kí vá nt á tálákulá s szempöntjá bö l legföntösább 

re giö t á legnágyöbb pöntössá gu  mö dszerrel (leggyákrábbán válámilyen kvántumke miái 

eljá rá ssál), á rendszer tö bbi átömjá t keve sbe  rigörö zus mö dön (egyszeru bb kvántumke miái, 

szemiempirikus vágy MM eljá rá st álkálmázvá) kezelju k.  A re szrendszereket u gy ce lszeru  

meghátá rözni, högy á re szletesen tá rgyált u n. belsö  re giö  mine l kisebb, de lehetö se g szerint 

elektrösztátikusán semleges legyen, válámint, högy lehetö leg ne nyu ljánák á t köválens kö te sek á 

rendszerhátá rökön. 

Há á QM/MM rendszerhátá r egy köválens kö te st szel kette , ákkör mind á QM, mind áz MM re giö  

csönkölt lesz, ámely mu terme kek megjelene se hez vezethet.  A pröble má egy lehetse ges 

kezele smö djá, högy u j (áz MM re giö  szá má rá lá thátátlán), u n. linker átömökát vezetu nk be á 

hátá rre giö bán, melyek á kö te s megszu ne sekör felszábádulö  vegye rte keket telí tik (pe ldá ul egy –

CH2–CH2– kö te s felszákí tá sákör szábádön márádt –CH2 csöpörtöt egy hidröge nátöm 

bevezete se vel –CH3 csöpörttá  álákí tvá).  A kö te sfelhásádá st u gy is lehet kezelni, högy áz 

elvesztett kö lcsö nhátö  pártnert egy pszeudöpötenciá llál helyettesí tik, ölyán elektrösztátikus e s 

ke miái kö rnyezetet szimulá lvá á QM átömök szá má rá, ámely áz intákt mölekulá rá leginká bb 

hásönlí t.  A pröble má kezele se nek legfejlettebb mö djá á lökálizá lt, befágyásztött (nem 

öptimálizá lö dö ) elektrönpá lyá k bevezete se á QM re giö  elvesztett kö te seinek mente n.  Ily mö dön 

sem u j átömök, sem u j elektrösztátikus terek bevezete se re nincs szu kse g, viszönt á 

szá mí tá sökhöz speciá lis QM eljá rá sökát kell álkálmázni. 

Amennyiben á rendszer pártí ciöná lá sá megtö rte nt, egy QM/MM szá mí tá s álápvetö en ke tfe le 

stráte giá t kö vethet: lehet ku lö nbse g-ke pzö  vágy áddití v.  Tekintsu nk egy ke t álrendszerbö l á llö  
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szá mí tá st válámely vá lásztött QM e s MM stráte giá mellett. Ebben áz esetben á ku lö nbse gke pzö  

eljá rá s sörá n há röm energiátágöt kell kiszá mí táni: á teljes rendszer energiá já t áz MM 

mö dszerrel, e s á belsö  re giö  energiá já t mind á QM, mind áz MM mö dszerrel. A rendszer teljes 

energiá já t ilyenkör áz elsö  ke t tág ö sszege bö l á hármádikát kivönvá kápjuk meg.  A legismertebb, 

ku lö nbse gke pzö  stráte giá t kö vetö  prögrámcsömág áz ONIOM9,10, mí g á tö bbi gyákrán hászná lt 

QM/MM szöftver áz áddití v megkö zelí te st álkálmázzá.  Ekkör á ku lsö  re giö  MM mö dszerrel 

szá mí tött energiá já t, egy csátölá si energiátágöt e s á belsö  rendszer QM mö dszerrel szá mí tött 

energiá já t ö sszegezzu k. E má södik csöpörtbá tártözö  prögrámcsömágök elte rö  mivöltá á 

csátölá si tág ku lö nbö zö ke ppen válö  szá mí tá sá bö l ered. Mí g á csátölá si energiá kö te si e s ván der 

Wááls tágjá t egyszeru en á vá lásztött MM mö dszert álkálmázvá szá mí tjá k, á ke t re szrendszer 

kö zti elektrösztátikus csátölá s me rte ke t e s hátá sá t tö bb mö dön is lehet kezelni. Leggyákrábbán 

áz „elektrösztátikus beá gyázá s” nevu  eljá rá st álkálmázzá k, ámely sörá n áz MM re giö  

pönttö lte seit á QM rendszer energiá já nák kiszá mí tá sákör figyelembe veszik—á rendszer 

energiáá llápötá t leí rö  Hámiltön-öperá törá bá föglálvá ázt, tehá t áz MM re giö  pölárizá ljá á QM 

átömcsöpörtöt. Az í gy elö á llí tött QM/MM energiáfu ggve ny felhászná lhátö  mákrömölekulá ris 

rendszerek pötenciá lisenergiá-felszí ne nek felderí te se re, áká r energiá-minimálizá ciö , áká r Mönte 

Cárlö vágy mölekulá ris dinámikái szimulá ciö k álkálmázá sá vál.  A QM re giö n belu l á ke miái 

reákciö k mechánizmusá kö vethetö .  Ezek á szá mí tá sök á ltálá bán á „mákröiterá ciö -mikröiterá ciö ” 

se má t kö vetik.  A mákröiterá ciö s le pe s á QM re giö  (e s esetleg ne há ny föntös MM átöm) 

stáciöná rius elrendezö de se nek szá mí tá sá t jelenti á merev MM átömök tere ben, mí g á 

mikröiterá ciö s le pe sek sörá n á kö rnyezet „reláxá lö dik” (ádiábátikus mö dön) á kö zpönti re giö bán 

tö rte nt vá ltözá sökhöz.” 

 

2.3 Röntgendiffrakciós szerkezetvizsgálat 

A ke miái krisztállögrá fiá hösszu  tá vu  rendezettse get mutátö  pör vágy egykristá lyös mintá k e s 

rö ntgen fötön-, elektrön- vágy neutrön-nyálá b kö lcsö nhátá sá bö l szá rmázö  szö rö dá si (diffrákciö s) 

mintá zátöt vizsgá ljá, högy á mintá t fele pí tö  ányág te rszerkezete t meghátá rözzá. A 

há römdimenziö s diffrákciö s mintá zát detektá lá sá sörá n ázönbán á ltálá bán csák á szö rt nyálá b 

intenzitá sá t tudjuk me rni, á fá zisinförmá ciö  elve sz. Ez á krisztállögrá fiá „fá zispröble má ”-já: á 

fá zis-införmá ciö  hiá nyá bán á szerkezetmeghátá rözá s iterá ciö s le pe sekbö l á ll, ámely sörá n ölyán 

egy ölyán mödellt e pí tu nk á kristá ly szö rö centrumáibán (rá cspöntjáibán) elhelyezkedö  ányág 

szerkezete re vönátközö lág, ámely á kí se rletileg meghátá rözött diffrákciö s mintá záthöz leginká bb 

hásönlö  szö rö dá st eredme nyezne.  

Atömi felböntá su  szerkezetmeghátá rözá sá höz ölyán sugá rzá st kell álkálmázni, ámelynek 

hullá mhösszá megegyezik áz átömök kö zö tti tá völsá g nágysá grendje vel vágy ánná l kisebb. A 

rö ntgensugárák hullá mhösszá megfelel ennek á krite riumnák, ázönbán á vizsgá lt rendszerek 

elektrönfelhö je vel válö  kö lcsö nhátá sá nák hátá skeresztmetszete kicsi. Eze rt egyszerre nágy 

szá mu  mölekulá t kell vizsgá lni: ezt u gy lehet ele rni, högy egykristá lyt hászná lunk, ámely 

szábá lyös rá csbán á vizsgá lt rendszer nágyszá mu  má sölátá t tártálmázzá e s á rendezettse g miátt 

egyes irá nyökbán egymá st erö sí teni ke pes szö rt sugárák (reflexiö k) helyzete t e s intenzitá sá t 

detektá ljuk.  Az egykristá ly diffrákciö vál tö rte nö  szerkezetmeghátá rözá s ve geredme nye á 

vizsgá lt rendszer há römdimenziö s mödellje mellett áz ázt befögádö  kristá ly szerkezete is. Eze rt á 

relátí v átömpözí ciö k e s ázök vá ltöze könysá gá, kö te si tá völsá gök, szö gek e s egye b geömetriái 

páráme terek mellett införmá ciö t ádhát á hösszu  tá vu  kö lcsö nhátá sökrö l, körrelá ciö krö l e s 

királitá srö l. Má s ánálitikái mö dszerektö l elte rö en ázönbán á teljes diffrákciö s mintá zátrá szu kse g 

ván á szerkezetmegöldá shöz (nem lehetse ges á szö rá si ke p egy kis re sze álápjá n á rendszer egy 

re szlete rö l mödellt e pí teni) e s á techniká jö  minö se gu  egykristá lyökát ige nyel.  
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Rö ntgendiffrákciö s me re s esete n, á kö lcsö nhátá s terme szete miátt, á kí se rleti eredme ny egy 

elektrönsu ru se gi te rke p lesz.  A me rt szö rá si ke p e s áz elemi cellá elektrönsu ru se ge egymá s 

Föurier tránszförmá ltjái.  Az intenzitá sök ne gyzetgyö ke vel árá nyös szerkezeti te nyezö  (Fhkl), 

ámely tártálmázzá áz ámplitu dö t (Fhkl) e s á fá zist (hkl) is, áz elemi cellá tártálmá nák ismerete ben 

szá mí thátö : 

Fℎ𝑘𝑙 = 𝐹ℎ𝑘𝑙  exp(𝑖𝛼ℎ𝑘𝑙) = ∑ 𝑓𝑗 exp

𝑗

[2𝜋𝑖(ℎ𝑥𝑗 + 𝑘𝑦𝑗 + 𝑙𝑧𝑗)] 

(áhöl fj áz átömi szö rá ste nyezö  (áz egyes átömök szö rá si kápácitá sá), á hkl indexhá rmás pedig á 

reflexiö k á szö rá si ke p rá csözátá bán elföglált pözí ciö já t ádjá meg).  A fá zisök ismerete ben pedig 

áz elektrönsu ru se g szá mí thátö  á kö vetkezö ke pp: 

𝜌(𝑥𝑦𝑧) =
1

𝑉𝑐𝑒𝑙𝑙𝑎
∑ |Fℎ𝑘𝑙|ℎ𝑘𝑙  exp(𝑖𝛼ℎ𝑘𝑙) exp[−2𝜋𝑖(ℎ𝑥 + 𝑘𝑗 + 𝑙𝑧)]. 

 Azáz á mödellt tö ke letesí tve egyre jáví thátö k á szá mí tött fá zis-e rte kek, e s á me rt intenzitá sökbö l 

e s á szá mí tött fá zisökbö l egyre jöbb minö se gu  te rke pek á llí thátö k elö , ámelyek áz átömpözí ciö k 

(e s á hibá juk vágy váriánciá juk) finömhángölá sá t teszik lehetö ve .  Ez áz iterátí v fölyámát egy idö  

utá n könvergá l e s áz í gy kápött mödellt nevezzu k á meghátá rözött szerkezetnek. A mödell e s á 

kí se rleti ádátke szlet illeszkede se t jö sá gi te nyezö kkel, áz R fáktörökkál jellemezzu k. 

𝑅 =
||𝐹𝑚é𝑟𝑡| − |𝐹𝑠𝑧á𝑚í𝑡𝑜𝑡𝑡||

∑|𝐹𝑚é𝑟𝑡|
 

A szerkezetfinömí tá s sörá n áz R fáktör csö kkene se jelzi, högy á mödellt á helyes irá nybán 

mö dösí töttuk. Aze rt, högy á tu lilleszte s elkeru lhetö  legyen, „szábád” R-fáktört is szökták 

szá mí táni (Rfree). Ez egy kis, ve letlenszeru en kivá lásztött ádáthálmáz álápjá n tö rte nik, ámelyet 

erre á ce lrá ku lö ní tenek el, e s nem vesznek figyelembe á finömí tá s sörá n. Az Rfree á ltálá bán 

nágyöbb, mint finömí tá shöz tártözö  R-fáktör, de á ke t státisztiká hásönlö  kell, högy legyen, mivel 

á helyes mödell álápjá n minden reflexiö  egyenletes pöntössá ggál kellene, högy jö sölhátö  legyen. 

A kismölekulá s e s mákrömölekulá ris rendszerek vizsgá látá mö dszertánukát tekintve álápvetö en 

ku lö nbö zö . A kismölekulá s kristá lyök rendezettebbek e s nágyöbbrá nö veszthetö k, eze rt ezeknek 

á rendszereknek esete ben á me re si ádátök szá má sökszörösán megháládjá meghátá rözni kí vá nt 

páráme tereke t. Ekkör á fá zispröble má megöldá sá szinte egzákttá  tehetö . A leggyákrábbán 

hászná lt u n. direkt mö dszerek álápjá ul szölgá lö  fá zisviszönyök áz elemi cellá elektrönsu ru se ge re 

kimöndhátö  ölyán megkö te seken álápulnák, mint pe ldá ul, högy áz mindenhöl pözití v legyen, 

vágy högy ku lö ná llö  átömcsu csökbá csöpörtösuljön.  Ne há ny erö s reflexiö  fá zisá nák (áká r 

ve letlenszeru ) becsle se utá n á tö bbi reflexiö höz á fá zisviszönyök álápjá n rendelhetö k csátölt 

e rte kek. Az intenzitá s e s fá zisök ismerete ben kiszá mí thátö  áz elektrönsu ru se g, ámely álápjá n áz 

átömpözí ciö k nágy pöntössá ggál meghátá rözhátö k.   

Mákrömölekulá ris krisztállögrá fiá esete n á kristá lyösí tá s ö nmágá is ö riá si kihí vá s. A fehe rje k 

viszönylág tö me ny (~ 10 mg/mL köncentrá ciö ju ) e s nágy tisztásá gu  öldátá t, kis te rfögátu  

cseppek zá rt te rben tö rte nö  lássu  bepá rlá sá vál kí se relju k meg kristá lyösödá srá bí rni.  A 

kisme retu  e s nem tö ke letesen egykristá ly-szeru  mintá krö l sökször nem lehetse ges ölyán sök 

relflexiö t detektá lni, ámi á vizsgá lt rendszer nágyszá mu  átömjá nák pözí ciö já t (e s ázök 

kristá lyrá csbe li áprö  elte re seit) leí rö  páráme terek egye rtelmu  meghátá rözá sá t lehetö ve  tenne . A 

kismölekulá s szerkezetmegöldá s kiindulá si felte teleze st nem ige nylö , direkt mö dszerei itt nem 

álkálmázhátö ák, helyettu k vágy kí se rletileg meghátá rözött kö zelí tö  fá zisökkál vágy egy becsu lt 

kiindulá si mödell álkálmázá sá vál lehet á szerkezetfinömí tá si fölyámátöt megkezdeni. 
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Pe ldá ul, áz ismeretlen fá zisökrö l lehet införmá ciö t szerezni u gy, högy ismert vá ltözá st hájtunk 

ve gre áz elemi cellá tártálmá bán, e s megme rju k ánnák hátá sá t á diffrákciö s mintá zátrá. A 

gyákörlátbán ez ázt jelenti, högy á fehe rje kristá lyszerkezete be nehe zfe miönökát vágy nágy-

elektrönszá mu  gá z átömökát (pl. Xe) diffundá ltátunk, á szerkezet jelentö s megzávárá sá ne lku l – 

ezt á mö dszert eze rt áz izömörf helyettesí te s mö dszere nek hí vjá k. Mivel á nehe z átömök 

erö sebben szö rnák, mint á szerkezet tö bbi átömjá (áz átömi szö rá ste nyezö  áz elektrönszá mmál 

nö ), á nehe z átömök helyzete t á ltálá bán direkt mö dszerekkel meg lehet meghátá rözni. Miutá n á 

nehe z átömök helye ismert, kiszá mí thátö  áz ázökhöz tártözö  szö rö dá s ámplitu dö já e s fá zisá.  

Ezutá n á nehe zátöm jelenle te ben e s tá völle te ben me rt intenzitá sök ö sszevete se álápjá n á nátí v 

kristá lyrö l gyu jtö tt ádátke szlet fá zisái is becsu lhetö k, á m ehhez á ltátlá bán tö bb nehe zátöm 

szá rmáze k vizsgá látá is szu kse ges. 

A legyákrábbán hászná lt eljá rá s mákrömölekulá k szerkezetmeghátá rözá sá rá á mölekulá ris 

helyettesí te s mö dszere, ámi ákkör álkálmázhátö , há á vizsgá lt mölekulá hásönlö  egy ismert 

szerkezetu  má sikhöz, vágy rendelkeze sre á ll egy jö  minö se gu  kiindulá si mödell. Ekkör elö szö r el 

kell helyezni á mödellt áz elemi cellá bán, rötá ciö s e s tránszlá ciö s kerese st ve grehájtvá, ázáz meg 

kell hátá rözni, högy milyen örientá ciö  e s helyzet mellett eredme nyez áz á kí se rletileg 

meghátá rözötthöz leginká bb hásönlö  szö rá s-ke pet. Há á helyes örientá ciö  e s tránszlá ciö  

ázönösí thátö , ákkör egy kezdeti elektrönsu ru se gi te rke p elö á llí thátö  á mödellszerkezet 

fá zisáinák e s á vizsgá lt rendszer (su lyözött) intenzitá sáinák felhászná lá sá vál e s á 

szerkezetfinömí tá s fölyámátá elindí thátö 11.  

A kí se rletileg meghátá rözött ádátke szlet minö se ge t á felböntá s e rte kkel szöktuk jellemezni. Az 

ádátke szlet felböntá sá t áz hátá rözzá meg, högy á szö rá si ke peken á centrumtö l szá mí tvá milyen 

messze tudunk me g reflexiö kát detektá lni – ez fu gg á me re shez hászná lt sugá r intenzitá sá tö l e s á 

kristá ly rendezettse ge tö l is. A szö rá si ke p detektá lá si hátá rá höz válö s te rben tártözö  tá völsá göt 

hí vjuk felböntá snák, ez áz e rte k jelzi, högy milyen re szletgázdágsá göt vá rhátunk el á szá mí tött 

te rke p esete ben.  Mine l kisebb ez á szá m, ánná l kisebb tá völsá grá elhelyezkedö  entitá sök 

ku lö nbö ztethetö k meg egymá stö l. A mákrömölekulá k szö rá si ke pe nek kí se rleti meghátá rözá sá 

tö rte nhet lábörátö riumi berendeze sek hászná látá vál, de á megfelelö  felböntá s ele re se hez 

szu kse g lehet nágyöbb fe nyintenzitá su  e s fö kuszá ltább nyálá bök hászná látá rá – ekkör 

szinkrötrön förrá sök vehetö k ige nybe. Mindke t esetben szu kse ges á mintá megö vá sá á sugá rzá s 

ököztá ká rösödá stö l, ámelynek leggyákrábbán hászná lt mö djá áz álácsöny hö me rse kleten válö  

me re s.  A kristá lyökát fölye köny nitröge nben tá röljuk e s 100 K kö ru li hö me rse kleten, 

nitröge ná rámbán me rju k.   

A mákrömölekulá k irregulá ris álákjá miátt kristá lyszerkezetu kben nágy csátörná k e s u regek is 

tálá lhátö k, ámely á ltálá bán á kristá lyösí tá shöz hászná lt öldö szer mölekulá it tártálmázzá k.  A 

fehe rje-kristá lyök ví ztártálmá pe ldá ul 27% e s 65% te rfögátszá zále k kö zö tt mözög, á tlágösán 45-

50%. Ez á ví z elengedhetetlen á fehe rje szerkezete nek stábilizá lá sá höz, egy re sze rendezett 

klásztereket e s há lö zátökát ke pez á fehe rje felu lete n e s áz u regekben. Ezek áz 

öldö szermölekulá k, há á kö tö de s specifikus, á meghátá rözött szerkezetekben is feltu nnek.  

A meghátá rözött mákrömölekulá ris szerkezeteket e s elektrönsu ru se gi te rke peket á Fehe rje 

Adátbá zis (Prötein Dátábáse, PDB) tá röljá e s rendezi (á ne v tö rte neti eredetu , áz ádátbá zis nem-

fehe rje mákrömölekulá kát is tártálmáz). 
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2.4 Kriogén elektronmikroszkópia12-14  

Kriöge n kö ru lme nyek kö zt elö á llí tött mintá k elektrönmikröszkö pös vizsgá látá (kriö-EM) sörá n 

mölekulá ris vágy szö veti kömpönensek felnágyí tött, há römdimenziö s ke pe nek elö á llí tá sá á ce l. A 

vizsgá lát sörá n fö kuszá lt, nágy energiá ju  elektrönnyálá b e s á mintá tö lte su ru se ge le p 

kö lcsö nhátá sbá, e s á ke pálkötá s rugálmásán szö rö dö  elektrönök segí tse ge vel tö rte nik. Az 

e lettudömá nyök teru lete n á kriö-EM álkálmázá sök sze les spektrumá ele rhetö , szö veti 
metszetekrö l e s merí te ssel fágyásztött sejtekrö l ke szu lt ke pektö l, áz egyes bákte riumök, ví rusök 

e s fehe rjemölekulá k szerkezete nek meghátá rözá sá ig. A kriö-elektrön-tömögrá fiá, áz 

egyre szecske (SPA) kriö-EM e s áz elektrönkrisztállögrá fiá mind á mö dszercsálá d áldiszciplí ná i, 

ámelyeket sikeresen álkálmáznák ö ná llö án vágy hibrid megkö zelí te sekben, áká r 

rö ntgenkrisztállögrá fiái vágy NMR spektröszkö piá s mö dszerek eredme nyeivel kiege szí tve.  

Az elmu lt fe l e vszá zádbán á szerkezeti biölö giá bán leginká bb elterjedt szerkezetmeghátá rözá si 

mö dszer á rö ntgenkrisztállögrá fiá völt. Azönbán ez á mö dszer ne há ny álápvetö  kihí vá ssál is 

ku zd. Pe ldá ul, vánnák ölyán fehe rje k/biö-mákrömölekulá ris rendszerek, ámelyek nágyön 

nehezen vágy egyá ltálá n nem kristá lyösí thátö k. Ilyenek á membrá nfehe rje k, á gliközilá lt 

fehe rje k, nágyön mözge köny vágy tö bb á llápötöt is mintáve telezö  rendszerek. Tövá bbá  á 

kristá lybán, bá r á re szlegesen szölvátá lt á llápötöt á rá csbán jelenle vö  öldö szermölekulá k 

fenntártjá k, me gsem öldátbe li á mölekulá k könförmá ciö já, e s á mölekulá k kö zti kristá ly-

köntáktusök is megvá ltöztáthátjá k ázök szerkezete t. A reflexiö kát le trehözö  pözití v interferenciá 

á rá csbán tálá lhátö  ö sszes mölekulá bö l szá rmázö  införmá ciö t ö sszesí ti, ámi megnehezí ti á 

szerkezeti sökfe lese g meghátá rözá sá t, válámint á mözge könyább re giö k egyszeru en nem 

jelennek meg á meghátá rözött te rke pen.  

A kriö-EM egye rtelmu  elö nnyel rendelkezik ezeken á teru leteken. A kí se rletekhez szu kse ges 

mintáelö ke szí te si eljá rá s le nyegesen egyszeru bb - bizönyös me rte ku  szennyezö de st jelenle te t is 

tölerá ljá - nem ige nyel kristá lyösí tá st. A kriö-EM mintá kát hirtelen u vegszeru  je gbe fágyásztjá k, 

ámi á mölekulá kát szinte áz öldát-, vágy szö vet-be li á llápötukbán tártjá. Tö bb ku lö nbö zö  

á llápötöt mintáve telezö  rendszerek egyes förmá i – öptimá lis esetben – ku lö n vizsgá lhátö k. A 

kriö-EM mö dszer egyik legsu lyösább há trá nyá viszönt, högy kisme retu  rendszerek (< 38 kDá), á 

jel-záj árá ny drásztikus lerömlá sá miátt, nem vizsgá lhátö k. 

A kriö-EM ádátök jel-záj árá nyá (SNR) ke t ök miátt nágyön álácsöny. Egyre szt á mikröszkö pös 

felve tel köntrásztjá álácsöny – áz öldö szer e s á tánulmá nyözött mölekulá k tö lte ssu ru se ge nem 

te r el jelentö sen egymá stö l. Má sre szt á sugá rzá s ököztá igen györsán bekö vetkezö  e s drásztikus 

ká rösödá s minimálizá lá sá e rdeke ben, á biölö giái mákrömölekulá kát álácsöny dö zisterhele s 

mellett vizsgá ljá k. A kriö-EM legnágyöbb kihí vá sá, högy ebben áz álácsöny SNR-kö rnyezetben 

kell megbecsu lni á 3D-szerkezetet, u gy, högy fágyásztött mintá bán á mölekulá k elhelyezkede se 

e s örientá ciö já ve letlenszeru , e s á detektá lt ke peken megjelenö  2D vetu letek relátí v örientá ciö já 

sem ismert. A 3D rekönstrukciö höz ázt áz ö sszefu gge st hászná ljá k fel, högy á 2D-vetu let Föurier-

tránszförmá ciö já áz álápul szölgá lö  szerkezet 3D Föurier-tránszförmá ciö já nák (áz örigö n 

á tháládö ) kö zpönti szelete, á vetu let irá nyá pedig merö leges á szeletre. Eze rt, há ismerju k tö bb 

2D-s vetu let irá nyá t, ákkör á megfelelö  2D-s Föurier-szeleteket elhelyezhetju k á 3D-s 

tránszförmá ciö bán, e s áz inverz Föurier-tránszförmá ciö  kiszá mí tá sá vál megkáphátjuk áz eredeti 

3D-s szerkezetet.  Ennek leggyáköribb kiviteleze si mö djá á „vetu letilleszte s” álgöritmusök 

álkálmázá sá, ámikör á 2D vetu letek Föurier tránszförmá ltjáit egy álácsöny felböntá su  referenciá 

3D-mödell vetu leteivel vetik ö ssze. A referenciá mödellek á ltálá bán hásönlö  szerkezetekbö l 

szá rmáznák, vágy áb initiö mö dszerekkel generá lhátö k.  

A 3D-rekönstrukciö  egy iterátí v fölyámát, ámelyben minden u j rekönstrukciö  

referenciámödellke nt szölgá lhát á kö vetkezö  ciklushöz. Minden u j ciklus áz örientá ciö k 
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hözzá rendele se nek pöntössá gá t igyekszik jáví táni, e s á pöntösább örientá ciö k nágyöbb 

felböntá su  te rke peket eredme nyeznek. Tö bb ciklus utá n á rekönstrukciö s feládát ele ri ázt á 

pöntöt, áhöl áz egymá st kö vetö  iterá ciö k má r nem eredme nyeznek jelentö s vá ltözá sökát áz 

örientá ciö k hözzá rendele se ben e s á rekönstrukciö  felböntá sá bán. A feládát „könvergá ltnák” 

minö su l, e s á ve gsö  te rke p le trehözá sá vál befejezö dik. 

A leggyákrábbán hászná lt rekönstrukciö s álgöritmusök áz u gynevezett „árány stándárd” 

megkö zelí te st álkálmázzá k, ámelyben áz ádátke szleteket ke t re szre ösztjá k, e s mindke t fele t 

fu ggetlenu l dölgözzá k fel. Az egyes fe l-ádátke szletekbö l szá mí tött rekönstrukciö k, áz u n. „fe l 

te rke pek” keresztkörrelá ciö já t te rbeli frekvenciá (vágy Föurier he ják) fu ggve nye ben minden 

iterá ciö  utá n kiszá mí tjá k: ezt nevezik Föurier he j körrelá ciö nák („Föurier Shell Cörrelátiöns” 

vágy FSC). Azt á frekvenciáe rte ket, ámelyne l áz FSC á tle pi á 0,143-ás ku szö be rte ket, válö s 

te rdimenziö rá á tvá ltvá kápunk egy, á krisztállögrá fiái ádátke szletek införmá ciö tártálmá vál 

ö sszeme rhetö  felböntá s e rte ket. A fe l te rke pek, áz FSC=0,143 ku szö be rte ku  felböntá srá szu rve, á 

3D-rekönstrukciö  kö vetkezö  iterá ciö já nák u j mödelljeke nt hászná lhátö k. Az eljá rá s 

könvergenciá já utá n á fe l te rke peket egyesí tik e s í gy kápjá k kimenetke nt á ve gsö  te rke pet. 

Föntös hángsu lyözni, högy egy rekönstrukciö höz egyetlen ne vleges felböntá s hözzá rendele se 

gyákrán nem elegendö  e s ne há pöntátlán mö dszer á te rke p minö se ge nek e rte kele se hez, mivel á 

rekönstrukciö  jö l felböntött e s rösszul rendezett kömpönensek kevere ke bö l á llhát. Eze rt 

á ltálá bán á szerkezetekhez kö rnyezetfu ggö , löká lis felböntá s-elöszlá st szökták rendelni. I gy 

ázönbán nehe z elsö  pillántá srá megbecsu lni, högy mennyire megbí zhátö  áz ádátke szletekhez 

tártözö  szerkezetek re szletgázdágsá gá. Ennek á pröble má nák á kezele se re vezette k be 2020-bán 

á Q-metriká t15, ámely má má r á EMDB-ben (elektrönmikröszkö pös ádátbá zis: 

https://www.ebi.ác.uk/emdb/) elhelyezett szerkezetre áutömátikusán szá mí tá srá keru l.  A Q-

pöntszá m áz átömök felöldhátö sá gá t szá mí tjá u gy, högy ö sszeveti áz egyes átömök kö ru li 
te rke pe rte kek hásönlö sá gá t egy jö l felöldött átömrá vönátközö  Gáuss-szeru  fu ggve nnyel. Az 1-es 

Q-pöntszá m ázt jelzi, högy á hásönlö sá g tö ke letes, mí g á 0-höz kö zelebb esö  e rte kek álácsöny 

hásönlö sá göt jeleznek. Há áz átöm nem megfelelö  helyen tálá lhátö  á te rke pen, ákkör áz negátí v 

Q-pöntszá möt fög eredme nyezni. 

A mákrömölekulá ris rendszerek SPA kriö-EM me re seihez leggyákrábbán hászná lt 

mintáhördözö k kis (á ltálá bán 3 mm á tme rö ju ), köröng áláku  Cu vágy Au rá csök (grid).   A 

rá csözát ~ 60µm-es nyí lá sökát höz le tre.   A rá csöt á ltálá bán lefedik egy lyukácsös, 10-12 nm 

vástágsá gu  sze n fö liá vál („höley cárbön”) – ennek á fö liá nák ne há ny µm-es me lyede sei, vágy 

lyukái, lesznek á mintátártö k. A mintá re szecske i sze nfelu let kö zele ben gyu lekeznek e s ez 

elszigeteli ö ket á levegö -ví z hátá rfelu lettö l, áhöl kö nnyen destábilizá lö dná nák. A kriö-EM me re s 

legtö bbszö r u gy kezdö dik, högy á vizsgá lándö  öldátöt á köröngrá pipettá zzá k, áz öldát-felesleget 

leitátjá k (blöttöljá k), májd á köröngöt hirtelen fölye köny etá nbá merí tik: ezt á mö dszert hí vjuk 

vitrifiká ciö nák.  A fágyásztá s tö bb szempöntbö l is elö nyö s. Egyre szt, á mintá t á mintátártö rá 

rö gzí ti, í gy áz á mikröszkö p belseje ben urálködö  vá kuumbá e rve nem fög rö gtö n elpá rölögni. A 

fágyött á llápöt ázönbán segí t lássí táni á sugá rzá s ököztá ká rök töváterjede se t is. A fágyásztá s 

nágy hirtelense ggel válö  kiviteleze se t á je gke pzö de st megákádá lyözá sá teszi szu kse gesse , mert 

áz sze tröncsölná  á mintá mölekulá it. Ezzel áz eljá rá ssál áz öldö szer u veg-szeru  (vágy vitrifiká lt) 

á llápötbá keru l, á vizek intermölekulá ris szerkezete megö rzi áz öldátbe lihez hásönlö  mintá zátá t. 

Az u vegesí tett je gnek á lehetö  legve könyábbnák kell lennie, u gy, högy kö zben mágá bá fögláljá á 

szölvátá lt re szecske ket is, ez á ltálá bán ~ 100 nm-es mintávástágsá göt jelent. Fágyásztö -röbötök 

segí tse ge vel á vitrifiká ciö  páráme terei – á hö me rse klet, á pá rátártálöm, á blöt erö  e s á blöt idö  – 

szábá lyözhátö vá  e s repröduká lhátö vá  tehetö k.  A mintá t ezutá n á mikröszkö pbán, ~ −170 °C -ön 

vizsgá ljá k.  
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2010-es e vektö l kezdö dö en á kriö-EM, mö dszertán e s mu szerpárk röbbáná sszeru  fejlö de sen 

ment keresztu l, ámi igen nágyszá mu  u j, nágy felböntá su  szerkezetet eredme nyezett. Szá mös 

te nyezö  hözzá já rult á „felböntá s förrádálmá nák” nevezett fejlö de si fölyámáthöz. Jelentö s te nyezö  

völt á kö zvetlen elektrön detektörök (DED) megjelene se, melyek – á CCD kámerá kkál ellente tben 

– nem álákí tjá k á t áz elektrönökát fötönökká . A DED drá mái mö dön jáví töttá á ke pminö se get e s 

áz SNR-t. Ezek á detektörök nágy kimeneti ke psebesse ggel rendelkeznek, ezá ltál á mikrögrá fökát 

tö bb ke pköcká bö l á llö  „filmek” förmá já bán lehet rö gzí teni, ámely mö döt ád tö bb hibáfölyámát 

körrekciö já rá. Ezenkí vu l á legu jább hárdverfejleszte sek lehetö ve  tette k hátálmás mennyise gu  

ádát rö gzí te se t, györs tövá bbí tá sá t e s tá rölá sá t, ámi á CPU-k e s GPU-k erö förrá sáihöz válö  

kö nnyu  hözzá fe re ssel egyu tt elö segí tette á teru let fejlö de se t. 

Az ádátgyu jte si munkámenet á ltálá bán egy „átlász” rö gzí te se vel kezdö dik, ámely felte rke pezi á 

mintátártö  köröng rá csözátá n belu l feltá rhátö  teru leteket. Az átlász tö bb, egymá st á tfedö , 

álácsöny nágyí tá su  ke p rö gzí te se vel ke szu l, ámelyeket ö sszeillesztenek, högy á tfögö  ke pet 

kápjánák á rá csrö l. A rá csátlászök lehetö ve  teszik á rá cs legí ge retesebb teru leteinek ázönösí tá sá t 

e s áz ádátgyu jtö  szöftverek is hászná ljá k ö ket á rá cs egyes ne gyzeteihez válö  návigá lá shöz. 

Ideá lis esetben minden rá cste rfögát tö bb tucát vágy áká r tö bb szá z, ádátgyu jte sre álkálmás 

lyukát tártálmáz. Egy á tlágös ádátgyu jte si munkámenet sörá n á ltálá bán tö bb ezer lyukát 

vizsgá lnák ve gig.  Az ádátgyu jte si munkáfölyámát egy u gynevezett „álácsöny dö zisu ” 

megkö zelí te st álkálmáz, ámely há röm mö d kö zö tt vá ltáközik: kerese s, fö kuszá lá s e s rö gzí te s. A 

„kerese s” mö d á ke pálkötá si teru let kö ze ppöntjá nák ázönösí tá sá rá szölgá l. A teru let 

kö ze ppöntbá á llí tá sá utá n egy fö kuszá lá si le pe s kö vetkezik, ámelynek sörá n beá llí tjá k á ke p 

ce lzött defö kuszá lá sá t (áz öptimá lis köntrászt ele re se ve gett). A fö kuszá lá st á lyuktö l tá völább 

ve gzik el, högy megve dje k á re szecske ket á sugá rzá s ká rös hátá sá tö l. A defö kuszá lá s beá llí tá sá 

utá n tö bb má södperces expözí ciö t rö gzí tenek á ce l-lyuk felett, rö vid film förmá já bán. Minden 
film tö bb ke pköcká t tártálmáz, ámelyeket feldölgöznák e s egyetlen ke ppe  egyesí tenek. A kerese s-

fö kuszá lá s-rö gzí te s fölyámátöt ezutá n megisme tlik á kö vetkezö  lyukná l, ámí g áz ö sszes ce l-lyukát 

ke pe t rö gzí tik. 

A kriö-EM ádátök feldölgözá sá nák elsö  le pe se á re szecske k elmözdulá sá nák körrekciö já. Az 

elmözdulá s válö szí nu leg á hirtelen fágyásztá s sörá n á mintá bá zá rt feszu ltse gek enyhí te se re 

tö rte nik.  Amint áz elektrönnyálá b ele ri á fágyásztött mintáköröngöt áz egy kis me rte kben 

felmelegszik e s „felpu pösödik” – í gy á mölekulá k áz expözí ciö s idö  álátt elvá ndörölnák. A DED 

detektörök á ltál rö gzí tett ke pköcká kát ázönbán áz elmözdulá s mente n egymá shöz lehet igází táni 

e s áz igází tött ke pköcká kát egyetlen, e les ke pben egyesí teni.  A má sik föntös körrekciö  á surgá r-

ká rösödá s hátá sá nák me rse kle se re irá nyul.  A kriö-EM ke pálkötá s sörá n hászná lt elektrönnyálá b 

áz expözí ciö  sörá n ká rösí tjá á biölö giái ányágöt. A mikrögrá fök legkörá bbi ke pköcká i 

tártálmázzá k á törzí tátlán rendszerre vönátközö  införmá ciö kát, de áz ezekben á ke pköcká kbán á 

köntrászt me g álácsöny. Az elektrönök felhálmözö dá sá mágásább köntrásztu  ke peket 

eredme nyez á ke sö bbi ke pköcká kbán, de á nágy felböntá su  införmá ciö k (finöm re szletek) 

györsán römlánák á sugá rzá si ká rösödá s miátt. A mödern álgöritmusök dö zis su lyözá st vágy 

expözí ciö  szu re st álkálmáznák, ámely á filmke pköcká k nágy felböntá su  tártálmá t á 

felhálmözö dött dö zisök fu ggve nye ben álácsönyább su lyözá ssál kezeli. Ennek kö vetkezte ben á 

körái ke pköcká k megö rzik nágy felböntá su  tártálmukát, mí g á ke sö bbi ke pköcká kbö l begyu jtö tt 

införmá ciö k áz álácsöny felböntá su  tártálömrá körlá tözö dnák. A tipikus elektrön dö zisök 20-60 

elektrön/A 2 tártömá nybán mözögnák, de háte köny expözí ciö s szu re s me g enne l mágásább 

dö zisök esete n is elve gezhetö . 

A kriö-EM ke peken á fá zisköntrásztöt á ke pfelve tel sörá n enyhe defö kuszá lá ssál lehet ele rni. Az 

öptimá lis defö kuszá lá si tártömá ny á nágy felböntá su  införmá ciö k megö rze se mellett á 

re szecske k ázönösí tá sá höz szu kse ges köntrásztöt is gárántá ljá. Há á mikröszkö pös felve tel tu l 
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kö zel ván á fö kuszhöz, ákkör á re szecske k lá thátátlánök lehetnek. Há á mikröszkö pös felve tel tu l 

messze ván á fö kusztö l, ákkör á nágy felböntá su  införmá ciö k csö kkennek. A kisebb re szecske kne l 

nágyöbb defö kuszá lá si beá llí tá sökrá lehet szu kse g á megfelelö  köntrászt ele re se e rdeke ben. A 

fehe rje k kriöEM ádátke szleteit á ltálá bán minimá lis, -0,5 e s -1,0 μm kö zö tti, defö kuszá lá ssál 

gyu jtik, de há á re szecske k nehezen lá thátö k, ákkör mágásább defö kuszá lá si beá llí tá sök is 

indökölták lehetnek.  

Az elektrönmikröszkö ppál rö gzí tett ö sszes ke p á válö di öbjektum törzí tött vetu lete. A törzí tá sök 

á te rbeli frekvenciá fu ggve nye ben áz införmá ciö tártálöm egyenetlen á tvitele t öközzá k, ámelyet 

köntrásztá tviteli fu ggve ny (CTF) í r le. A stándárd TEM-ke pálkötá sbán á CTF álácsöny te rbeli 

frekvenciá kná l kö zel nullá rö l indul, e s pözití v e s negátí v máximá lis e rte kek kö zö tt öszcillá l 

(ámelyek pözití v, illetve negátí v köntrásztá tvitelnek felelnek meg), á nulláá tmenetek pedig á 

nullá införmá ciö t tártálmázö  frekvenciá kát jelzik. A CTF-et tövá bb mö dösí tjá k á burkölö gö rbe-

fu ggve nyek áz elektrönnyálá b te rbeli e s idö beli inköherenciá já nák eredme nyeke nt, ámi mágás 

te rbeli frekvenciá kná l csillápí tjá á CTF-et.  A CTF szá mös te nyezö  fu ggve nye, belee rtve áz 

elektrön hullá mhösszá t (ámelyet á mikröszkö p györsí tö  feszu ltse ge hátá röz meg), á mikröszkö p 

gö mb-áberrá ciö já t (Cs) e s á ke p defö kuszá lá sá t. Egy kriögenikus EM ádátke szleten belu l áz 

elektrön hullá mhösszá e s á Cs te nyezö k á llándö ák, de á defö kuszá lá s vá ltözö . Eze rt á CTF becsle s 

legföntösább feládátá áz egyes ke pek válö di defö kuszá nák meghátá rözá sá. Há egy ke p CTF-je 

ismert, ákkör á ke p hiteles vá ltözátá helyreá llí thátö . 
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3. Eredmények 

Az eredme nyek bemutátá sákör minden fejezetcí m mellett feltu ntettem ázökát á sájá t publiká ciö kát (S1, S2…), 

ámelyeknek eredme nyeit áz ádött fejezet tágláljá.  A szö vegben ezeket nem ide ztem u jrá, mert sökször egymá sbá 

fönö dött áz egyes te má k bemutátá sá.  Csák ázök á sájá t munká k vánnák referá lvá á szö vegbö l, ámelyekre nem e pu lt 

te zispönt, de me gis relevá nsák völták á diszkussziö höz.  Ezeket á referenciá kát egyszeru  szá mmál jelö ltem e s ezek áz 

á ltálá nös referenciájegyze kben kápták helyet.  I gy kezeltem á pödöcin te má höz kápcsölö dö  elke szu lt, de jelenleg me g 

publiká lá s álátt á llö  ke zirátöt is. 

3.1 Hem fehérjék vizsgálata 

PhD munká m sörá n hem prösztetikus csöpörtöt tártálmázö  fehe rje k (hem fehe rje k) szerkezet-

funkciö  ö sszefu gge seit vizsgá ltám elme leti mö dszerekkel, í gy ezek á rendszerek ázö tá is 

ku lö nö sen e rdekesek szá mömrá, á PhD idö száköt kö vetö  e vek sörá n is tö bbszö r visszáte rtem 

vizsgá látukhöz.  Dölgözátömát ezeknek á munká knák rö vid bemutátá sá vál kezdem, ámikör 

nágyön egyszeru  szá mí tá sökát ve gezve igyekeztu nk kiszu rni ezeknek á csödá látösán ö sszetett 

rendszereknek mu kö de se vel kápcsölátbán felvetett elke pzele sek kö zu l ázökát, ámelyek 

teljesse ggel lehetetlenek e s í gy álkössunk ölyán mödelleket, ámelyek áká r megfelelhetnek á 

válö sá gnák is. A pusztá n kvántumke miái megkö zelí te s mellett, högy á reáktí v centrumökát 

kö ru lö lelö  fehe rje má trix hátá sá t is egyre inká bb figyelembe tudjuk venni, ezekben á munká kbán 

má r föközátösán megjelentek á mölekulámödelleze si mö dszerek is. 

 

3.1.1 A nitrogén-monoxid-szintáz elektrontranszfer folyamatai S1,S2 

A nitröge n-mönöxid kulcsföntössá gu  hí rvivö  e s ve delmi citötöxin áz ideg-, izöm-, szí v- e s 

e rrendszerben, válámint áz immunrendszerben16. A nitröge n-mönöxidöt L-árgininbö l nitröge n-

mönöxid-szintá zök (NOS-ök) á llí tjá k elö . A NOS-ök C-terminá lis reduktí v döme nje köördiná ljá áz 

FMN, FAD e s NADPH köfáktörökát, áz N-terminá lis öxidátí v döme n pedig á pröximá lis Cys 

öldállá nc á ltál hörgönyzött hem csöpörtöt e s áz esszenciá lis tetráhidröbiöpterin (H4B) köfáktört. 

A NOS-ök ke tle pcsö s mechánizmussál kátálizá ljá k á nitröge n-mönöxid szinte zise t. Az elsö  

le pe sben áz L-Arg szubsztrá t Nω-hidröxi-L-árgininná  (NHA) álákul, ámibö l, egy má södik 

öxidá ciö s le pe s sörá n ke pzö dnek áz NO e s L-citrullin terme kek:  

L-Arg +2 O2 +1,5 NADPH + 2H+ → L-citrullin + NO + 2 H2O + 1,5 NADHP+ 

A reákciö  re szleteirö l, szá mí tá sáim ideje n, á kö vetkezö kben ismertetett införmá ciö k á llták 

rendelkeze sre. Az L-Arg á tálákulá sá nák elsö  le pe se sörá n á nyugálmi á llápötu  (Fe3+) enzim á 

reduká lö  döme nbö l szá rmázö  elektröná rámlá s hátá sá rá reduká lö dik, májd megkö ti áz O2 –t e s 

le trejö n á vás-öxi kö ztiterme k. A vás-öxi kö ztiterme kbö l ezutá n reduká lt e s prötöná lt Fe3+–O2H 
species ke pzö dik17 – á prötön vágy áz L-Arg szubsztrá ttö l szá rmázik18, vágy á szubsztrá t e s egy 

ví zmölekulá á ltál álkötött [guánidí nium–ví z] há lö zátbö l19; áz elektrön elsö dleges förrá sá á H4B, á 

hem kö zvetlen kö zele ben kö tö dö  esszenciá lis köfáktör, ámely áz NO-ke pzö de s elsö  le pe se sörá n 

rádikálizá lö dik18. A vás-öxi kö ztiterme k bömlá si sebesse ge megegyezik á köfáktör 

rádikálizá ciö já nák (gyö k-ke pzö de si) sebesse ge vel20.  EPR me re sek álápjá n á megjelenö  gyö kö t 

trihidröbiöpterin gyö knek21, ·H3B-nek nevezte k el, ázönbán me g nem völt tisztá zött, högy á 

keletkezö  gyö k kátiön vágy semleges species lesz-e. Az á ltálám ve gzett szá mí tá sök ce ljá áz völt, 

högy megkí se reljem leí rni áz ismeretlen szerkezetu  vás-öxi kö ztiterme ket, e s mödellezni á H4B 

köfáktör e s á vás-öxige n csöpört kö zö tti elektröná tviteli fölyámátöt. 

A hem kö rnye ki áktí v hely e s á tetráhidröbiöpterin köfáktör kö zti elektrön- e s prötöntránszfer 

fölyámátökát su ru se gfunkciöná l mö dszerrel elemeztem (á körá bbi munká bán B3LYP, á ke sö bbi 

               dmenyhard_394_25



 
16 

 

esete ben pedig UB3LYP e s UBP86 funkciöná lökát e s LAVCP**, LACV3P** e s 6-31G** bá zist 

álkálmázvá).  Mivel á szá mí tá sök ideje n me g á mindke t centrumöt tártálmázö  mödellek 

öptimálizá lá sá – me retu k miátt – kihí vá st jelentett, ke t re szre böntöttám á pröble má t: á hem e s á  

 

1. ábra. A nyugalmi állapotú iNOS szerkezete (PDB: 1nod22). a.) Az öxidátí v döme n á hem csöpörttál, lá thátö  

tövá bbá  áz L-Arg szubsztrá t e s á H4B köfáktör. b.) A köfáktör-kö tö  re giö  kö zelke pe, áhöl á sá rgá ellipszöid jelzi á 

köfáktörrál kö lcsö nhátö  áminösávák e s vizek helyzete t – ezeket fögláltám bele á szá mí tá si mödellbe is.  c.) A H4B 

köfáktör. 

köfáktör kö rnyezete t ku lö n öptimálizá ltám májd egyesí tettem á ke t mödellt, e s áz egyes 

prötöná lö dá si mintá zátökhöz tártözö  ve gsö  hullá mfu ggve nyt rö gzí tett átömpözí ciö k mellett 

szá mí töttám (1. á brá).   Ku lö n vizsgá ltám á nyugálmi á llápötöt e s áz esetleges elektrön tránszfer 

fölytá n le trejö tt „rádikálizá lt” (vágy gyö kö s) förmá kát.   A hem centrum jellemze se re kiálákí tött 

kisebb mödell á hem, á pröximá lis C194 öldállá ncöt mödellezö  SH- csöpört, á Fe-höz köördiná lt 

O2 mölekulá, áz L-Arg szubsztrá t e s egy ví zmölekulá egyu ttese völt, geömetriá-öptimá lá sá sörá n 

á hem egyik pröpiöná t csöpörtjá mindve gig prötöná lt völt (högy á H4B köfáktörrál kiálákí tött 

szörös H-hí d hátá sá á köfáktör tá völle te ben is ne mileg e rve nyesu lhessen) e s á prötöpörfirin 

átömök nem mözöghátták. (Ez utö bbi ke nyszerfelte tel hátá sá t egy kivá lásztött mödell esete ben 

ellenö riztem; áz eredme nyek szerint ez á megkö te s nem ököz jelentö s vá ltözá st, viszönt 

gárántá ljá, högy á fehe rjemá trix tá völle te ben is ázzál te rben kömpátibilis rendszereket 

vizsgá ljunk.) Ezt á mödellt hászná ltám á vás-öxi kömplex szerkezete nek szá mí tá sá höz. A 

köfáktör kö rnyezetet leí rö  mödell á vizsgá lt köfáktörön kí vu l á hem pröpiöná t helye n egy ácetá t 

csöpörtöt, á köfáktört stábilizá lö  R375 guánidinium csöpörtjá t e s á W457 indöl gyu ru je t is 

tártálmáztá, válámint 9 ví zmölekulá t, melyek kö zu l 3 á köfáktörrál H-hí d kö lcsö nhátá sökát 

kiálákí tö  fehe rje átömök helye n szerepelt, tövá bbi 6 pedig á kristá lyszerkezetekben tálá lhátö  

öldö szer mölekulá knák megfelelö  pözí ciö kbán (á hem pröpiöná töt, áz R375 e s W457 

áminösávákát, illetve á kö lcsö nhátö  pártnereket mödellezö  vizek öxige n átömjáit á szá mí tá sök 

sörá n helyhez rö gzí tettem).  Ezt á mödellt á H4B köfáktör nyugálmi á llápötá nák jellemze sekör 

semleges, illetve áz N3 e s N5 átömökön (duplá n) prötöná lt förmá bán öptimálizá ltám.  Azt 

tálá ltám, högy mí g áz N3-ás prötöná ciö  nem stábil, á semleges e s N5-n prötöná lt förmá k 

geömetriá já egymá shöz e s á kristá lyszerkezetekhez is hásönlö  e s jö l illeszkedik á kö rnyezeti 

mödellbe.  Mivel ázönbán áz N3-n prötöná lt förmá reláxá ciö já fölytá n keletkezett, á prötönt áz 

ácetá tön hördözö  H4B-H+ förmá jö vál kedvezö bb energiá ju  völt, mint á prötöná lt köfáktört 

tártálmázö  mödell, á legválö szí nu bbnek á köfáktör semleges kö tö de se t tálá ltám. A 
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rádikálizá lö dött (vágy gyö kö s) á llápöt jellemze se re á köfáktör mödellt á há röm vizsgá lt köfáktör 

– H4B, 5-metil-H4B e s 4-áminö-H4B – 19 ku lö nbö zö  prötöná ciö s/táutömer mintá zátá mellett 

dublett á llápötbán öptimálizá ltám, högy á gyö kke pzö de st leginká bb elö segí tö  könförmá ciö kát 

megtálá ljám. Ezt á 19 gyö k-mödellt á hem centrum mödellje vel egyesí tve, mind á 19 

elrendezö de shez szá mí töttám hullá mfu ggve nyt szingulett, triplett e s kvintett á llápötbán, 

UB3LYP e s UBP86 funkciöná lökát álkálmázvá.  

A H4B köfáktör esete ben ke t elrendezö de s eredme nyezett elektröntránszfert á köfáktör e s á hem 

centrum kö zö tt.  Mindkettö  á köfáktör N5 átömjá nák deprötöná lá sá vál á llt elö , egyik esetben á 

prötön á hözzá  te rben legkö zelebb esö  kárbönil csöpörtön tálá lhátö  (3-ás mödell (2á. á brá); 

ekkör á köfáktör átömök spinsu ru se g e rte keinek ö sszege 0,31 á legkedvezö bb energiá ju  

hullá mfu ggve ny esete ben), á má sik esetben pedig á hem pröpiöná tön (4-es mödell, áhöl á 

köfáktörhöz tártözö  spinsu ru se g 0,48).  Ez utö bbi egyben á legálácsönyább energiá ju  H4B-t 

tártálmázö  mödell. A köfáktörrö l elmözdulö  elektrönsu ru se g á hem centrumbán, á Fe-O2 

kö rnyezetben jelent meg (á kí se rleti eredme nyekkel ö sszhángbán).   

Az 5-metil-H4B szinte n áktí v köfáktörá á NOS enzimnek, de itt áz N5-ös átömhöz nem 

kápcsölö dik mözgáthátö  hidröge n.  Itt ázönbán ázt tápásztáltám, szemben á H4B esete ben 

megfigyeltekkel, högy áz 5-metil-H4B N3-ás átömjá nák prötönjá t á pröpiöná t kö zeli (2b. á brá, 2. 

mödell) májd tá völábbi öxige nje re mözgátvá (3. mödell) gyö kke pzö de s vá lthátö  ki, ázáz á 

kí se rleti megfigyele sekkel ö sszhángbán ez á köfáktör is lehet elektrön-dönörá á kátálitikus 

fölyámátnák.  Mindke t áktí v köfáktör esete ben tehá t á gyö kke pzö de st e s elektrönvá ndörlá st á 

köfáktör deprötöná lö dá sá vá ltöttá ki, ámi árrá utál, högy ezek á köfáktörök nem csák elektrön, 

hánem prötön förrá ske nt is funkciöná lhátnák, bá r á ke t re giö t ö sszekö tö  teljes prötöntránszfer 

u tvönál nem szerepelt me g áz egyesí tett mödellben sem.  

Aze rt, högy ellenö rizzem, högy áz egyesí tett mödellre vönátközö  rö gzí tett átömpözí ciö k mellett 
ve gzett szá mí tá sök nem ököznák-e nágyön nágy törzulá sökát á szá mí tött spinsu ru se g e s 

tö lte ssu ru se g e rte kekben, á H4B köfáktört tártálmázö  rendszer legkedvezö bb energiá ju  

X. ábra. A hem és a 4-amino-H4B kofaktor közti elektrontanszfer 

folyamat leírásának céljából vizsgált modellrendszerek. A relátí v 

energiá e rte kek kJ/möl-bán vánnák megádvá. 

 2. ábra. A hem és a H4B (a.) és 5-metil-H4B (b.) kofaktorok közti elektrontranszfer folyamat leírásának 

céljából vizsgált (egyesített) modellrendszerek és a hozzájuk tartozó hullámfüggvényekből származtatott 

értékek.  Az relátí v energiá e rte kek kJ/möl-bán vánnák megádvá. 
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á llápötá höz tártözö  elrendezö de s (2á. á brá, 4. mödell) szerkezete t re szlegesen öptimálizá ltám, 

u gy, högy á köfáktör, á kö ru lö tte tálá lhátö  vizek, á Fe e s áz O2, válámint á L-Arg szubsztrá t e s á 

hem kö zeli ví z 

mölekulá szábádön elmözdulhátött.  Mí g á tö lte s- e s spinsu ru se g sem á köfáktör esete ben, sem 

pedig á Fe-O2 kö rnyezetben nem vá ltözött jelentö sen, á hem centrumbán tö rte nt egy 

kárákterisztikus szerkezeti vá ltözá s.  Az L-Arg szubsztrá t egyik hidröge nátömjá á tvá ndörölt á 

váshöz kö tö tt öxige n mölekulá rá, ámi árrá utál, högy áz elektröná tádá s e s á prötöntránszfer á 

hem centrumön is csátölt fölyámátök lehetnek (3. á brá).  Azt is ellenö riztem, högy á kö zpönti 

mödell kirágádá sá á fehe rje má trixbö l vágy esetleg á pörfirin átömök rö gzí te se eredme nyezheti-

e áz eredme nyek eltölö dá sá t. Eze rt, szinte n á H4B köfáktör ne gy ku lö nbö zö  mödellje hez tártözö  

rendszer hullá mfu ggve nye t á kö rnyezet kiterjedtebb mö dön válö  figyelembeve tele vel is 

kiszá mí töttám, u gy, högy á köfáktört 12 A -n belu l megkö zelí tö  ö sszes áminösáv átömjái helye re 

áz AMBER* erö te rbö l á temelt párciá lis tö lte sek keru ltek. Az egyesí tett mödellen kí vu l esö  

fehe rjeátömök elektrösztátikus tere nek jelenle te ben szá mí tött tö lte s- e s spinsu ru se gek ázönbán 

isme t nem mutátták jelentö s vá ltözá st, ámi árrá utál, högy sikeru lt á mödellbe föglálni mindázön 

re szleteket, ámelyek ezekre á tulájdönsá gökrá kö zvetlen hátá ssál vánnák.  Hásönlö án, á pörfirin-

átömök öptimálizá lá sá sem hözött le nyegi á trendezö de st, viszönt á rö gzí te s á mödellek 

ö sszevethetö se ge t e s á fehe rje-kö rnyezettel válö  te rbeli kömpátibilitá s megö rze se t segí tette. 

 

 3. ábra. Az eredmények alapján feltételezett reakciómechanizmus.  Az itt bemutátött munká k á reákciö u t 

náráncssá rgá e s ke k nyilákkál jelzett le pe seire vönátköznák.  A náráncssá rgá nyilák á „nyugálmi á llápötu ” rendszerhez 

vezetö  le pe sek – á szá mí tá sök sörá n is be kellett á kristá lyszerkezetbe (ámely áz elsö  á brá nák megfelelö  á llápötrá 

vönátközik) e pí teni áz O2 mölekulá t. A vizsgá lt elektröntránszfer fölyámátök pedig á ke k nyilákkál jelzett 

á tálákulá sökrá vönátköznák. 

Az elsö ke nt vizsgá lt ke t áktí v köfákötrrál szemben, á 4-áminö-H4B 

köfákör esete ben ázt tálá ltuk, högy bá r á köfáktör rádikálizá ciö já 

kivá lthátö  prötöntránszferrel is (4. á brá, 5.-9. mödellek), ezek áz 

elrendezö de sek jelentö sen kedvezö tlenebbek, mint á prötöntrászfer 

ne lku l tö rte nö  elektrön-á tádá s (3.-4. mödellek).  Ez áz eredme ny is 

ö sszhángbán ván á kí se rleti tápásztálátökkál miszerint á 4-áminö-H4B 

köfáktört tártálmázö  NOS enzim esete ben á hemhez kö tö tt öxige n 

redukciö já utá n megreked á kátálitikus fölyámát23, ázáz, högy á 4-

áminö-H4B köfáktör á NOS inhibitörá.  

Bá r má sök is jutötták hásönlö  könklu ziö krá23,24, nehe z lenne tágádni, 

högy áz á ltálám szá mí tött eredme nyek nincsenek tö ke letes 

ö sszhángbán á te má bán á ltálá nösán elfögádött párádigmá vál.  A 

kritikus ke rde s áz, högy áz elektröntránszpört fölyámáthöz válö bán 

kö zvetlenu l csátölö dik-e prötöntránszfer is, vágy - kí se rleti 

4. ábra. A hem és a 4-amino-H4B kofaktor közti elektrontanszfer folyamat 

leírásának céljából vizsgált modellrendszerek. A relátí v energiá e rte kek kJ/möl-

bán vánnák megádvá. 
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szempöntbö l megfögálmázvá - högy á kiálákult köfáktör gyö k semleges vágy pözití v tö lte su . Bá r 

áz enzim jelenle te ben me rt EPR jel hiperfinöm csátölö dá si mintá zátá jelentö sen elte r áz 

öldátfá zisu  kátiön-gyö k esete ben tápásztáltáktö l, me gis inká bb ezt á förmá t válö szí nu sí tik á 

me re si eredme nyek álápjá n25. Ez ázönbán nincs ege szen ellente tben áz e n eredme nyeimmel, 

hiszen e n is megfigyeltem re szleges elektröntránszfert á H4B köfáktör esete ben pusztá n belsö  

á tprötöná lö dá s kö vetkezme nyeke nt is (3. mödell). Az e n á llí tá söm ánnyibán te r el könszenzustö l, 

högy e rze sem szerint ez áz á llápöt u gy stábilizá lö dik, högy á prötön is á tvá ndöröl á hem 

kö rnyezete be, áhöl áz L-Arg szubsztrá t fögádjá ázt, májd kö zvetí ti á hemhez kö tö tt O2 fele . Azt, 

högy á köfáktör prötönförrá ske nt is funkciöná lhát á NOS kátálitikus ciklusá sörá n, senki nem 

vönjá ke tse gbe25-27, inká bb á ke t fölyámát idö belise ge e s csátöltsá guk me rte ke á vitátött. 

E rdemes megjegyezeni, högy áz á ltálán jávásölt mechánizmus á 4-áminö-H4B köfákör inhibitör 

völtá rá is mágyárá záttál szölgá l, ámire, tudömá söm szerint má s mödell eddig me g nem szu letett.  

Ezzel egyu tt, áz álkálmázött mö dszerek e s mödellrendszerek egyszeru se ge fölytá n áz is 

lehetse ges, högy válö bán má shögy zájlik ez á fölyámát, mint áhögy e n felvá zöltám. Pönt áz ilyen 

tápásztálátök indí tötták árrá, högy á tánulmá nyözött rendszereket teljesebb me rte kben leí rni 

ke pes mö dszerek elsájá tí tá sá fele  tegyek le pe seket e s á kí se rleteket ve gzö  kölle gá kkál szörösább 

egyu ttmu kö de st keressek, högy á hipöte ziseket e s re szeredme nyeket má r á munkáfölyámát 

sörá n, kö zvetlenu l tudjuk u tkö ztetni e s egyeztetni. 

 

 

3.1.2 A nitrophorin 4 pH-függő nitrogén-monoxid affinitásának vizsgálata S3 

 

1837-ben Chárles Dárwin sájnös nem csák felfedeze sekkel gázdágödvá, hánem egy Chágás-kö r 

nevu  betegse ggel ku szkö dve te rt visszá tö rte nelmi jelentö se gu  de l-ámerikái expedí ciö já rö l. A 

Trypanosoma cruzi párázitá á ltál öközött, á szí vet e s áz idegrendszert ká rösí tö  fertö ze st – ámely 

má is szá mtálán á ldözátöt kö vetel – ve rszí vö  rövárök (pl. á Rhodnius prolixus) terjesztik. Ezek á 

rövárök kifinömult mechánizmust fejlesztettek ki áz á ldözát ve rze scsillápí tö  reákciö já nák 

leku zde se re, á ve rszí vö  teve kenyse get megkö nnyí tendö . A rövár nyá lá bán tálá lhátö  hem fehe rje k, 

á nitröförinök ennek á rendszernek á kulcsföntössá gu  elemei. A nitröförinök á vás-hem 

kö zpönthöz kö tve nitröge n-mönöxidöt szá llí tánák á rövár nyá lá bö l áz á ldözát szö vete be, áhöl áz 

felszábádul e s e rtá gulátöt induká l, válámint gá töljá á ve rlemezke k ággregá ciö já t, mí g á 

megu resedett hem hisztámint megkö tve ke slelteti áz immunvá lászt.  

Az nitröge n-mönöxid szörös kö tö de se t á rövár nyá lá bán, válámint ánnák kö nnyu  felszábádí tá sá t 

áz á ldözátbán áz nitröförinök (Rhodnius prolixus esete ben á nitröphörin 4) e s á nitröge n-

mönöxid kö zti áffinitá s pH-e rze kenyse ge biztösí tjá (á rövár nyá lá le nyegesen sávásább (pH 5,6), 

mint áz á ldözát ve re (pH= 7,4)), ázönbán sem á prösztetikus csöpört redöx pötenciá ljá28, sem á 

kömplex spektrá lis tulájdönsá gái29 nem vá ltöznák á pH-fu ggve nye ben. Az ásszöciá ciö s sebesse gi 

á llándö k szinte n nem fu ggnek á pH-tö l, ázönbán á disszöciá ciö s sebesse gi á llándö  pH-fu ggö nek 

bizönyult; á nitröge n-mönöxid felszábádulá sá mágásább pH-e rte kekne l sökkál györsább. A pH 

megvá ltözá sá tehá t nem kö zvetlenu l á hem csöpört mu kö de se t, hánem áz ázt befögádö  

fehe rjemá trix viselkede se t mö dösí tjá; á pH-e rze kenyse get egy vágy tö bb iönizá lhátö  áminösáv 

pH=6,5 kö ru l bekö vetkezö  deprötöná lö dá sá höz kö tö tte k. 

A nitröphörin 4 kátálitikus ciklusá sörá n á fehe rje jelentö s szerkezeti á tálákulá sön megy 

keresztu l, egy nyitött e s egy zá rt förmá kö zö tt (5. á brá). A zá rt förmá álácsöny pH-n (pH 5,6) 

biztösí tjá á nitröge n-mönöxid csápdá zö dá sá t - á fehe rje ápölá rös öldállá ncái elzá rjá k á ligándum-
kö tö  u reget á ku lvilá gtö l - mí g mágás pH-n (pH 7,4) nitröge n-mönöxid tá völle te ben á kátálitikus 

zseb öldö szer-hözzá fe rhetö ve  vá lik, ke t mözge köny hurök (áz AB e s GH hurkök) 

á trendezö de se vel.   FTIR-vizsgá látök eredme nyei30 e s nágy felböntá su  kristá lyszerkezetek31,32 

álápjá n kijelenthetö , högy á nitröphörin 4 zá rt e s nyitött förmá i minden kí se rleti kö ru lme ny 
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kö zö tt egyszerre vánnák jelen, ázönbán á nitröge n-mönöxid megkö tö de se e s tá vözá sá, vágy á pH 

vá ltözá sá áz egyes szerkezeti förmá k betö ltö ttse ge nek eltölö dá sá t eredme nyezik. A nitröphörin 4 

esete ben tehá t egy nágyön specifikus ke rde st lehetett megfögálmázni áz enzim mu kö de se vel 

kápcsölátbán: vájön melyik, vágy melyek, ázök áz áminösávák, ámelyek pH= 6,5 kö ru l 

bekö vetkezö  prötöná lö dá sá vágy deprötöná lö dá sá kivá ltjá á szerkezet á trendezö de se t. 

A ZAP prögrám33 segí tse ge vel kiszá mí töttuk á nitröphörin 4 minden Asp, Glu, His, Arg e s Lys 

öldállá nc titrá lá si gö rbe je t e s meghátá röztuk ezekbö l á hözzá juk tártözö  pKá e rte keket áz 

álácsöny pH-n vizsgá lt NO-kömplex e s szábád förmá, válámint á pH=7,4-n meghátá rözött 

ligándummentes á llápöt szerkezeteit (1erx, 1d3s, 1d2u31,32) hászná lvá. A ZAP á CHARMM2234 

erö te r páráme tereit hászná ljá, ámelybe bele kellett föglálnunk á Fe(III)-hem rendszer 

páráme tereit is. 7 ölyán áminösávát tálá ltunk, ámelyek pKá-já 6,5 kö zele be esett vágy ámelyek á 

há röm szerkezet kö zti ke pzeletbeli tránszförmá ciö  kö zben á tháládnák ezen á re giö n – ezek mind 

á szerkezetá tálákulá sbán áktí v szerepet já tszö  AB illetve GH hurkökhöz tártöznák (5. á brá). A 

há röm á llápöt kö zö tt á pKá-vá ltözá s leginká bb áz AB hurök há röm szömsze dös áminösává, áz 

D30, E32 e s D35 esete ben jelentö s, e s ezek kö zu l á D30 pKá e rte ke á lege rze kenyebb á szerkezet 

megvá ltözá sá rá.  A D30 áz NO-kömplexben szinte teljesen prötöná lt, áz NO tá vözá sá vál ez ~30%-

rá csö kken e s há á pH 7,4-re emelkedik ákkör á D30 teljesen deprötöná lö dik.  

 
5. ábra. A nitrophorin 4 flexibilis AB és GH hurok régióihoz tartozó protonálható aminosavak számított pKa 

értékei (a.) és a számítások alapjául szolgáló három kristályszerkezet (1erx, 1d3s, 1d2u) (b.). A hem csöpört, áz 

ázt rö gzí tö  pröximá lis H59 e s áz á tálákulá sökbán leginká bb e rintett D30 áminösáv lá thátö .  Szággátött vönál mutátjá á 

D30 (AB hurök) e s e s á L130 (GH hurök) gerinc kárbönil-öxige n átömjá kö zö tt kiálákulö  H-hí d kö te st, á szí nes nyilák 

pedig á felszí ni hurkök ligándumkö te s/elereszte s e s pH vá ltözá s hátá sá rá bekö vetkezö  á trendezö de se t. 

 

Az eredme nyek álápjá n u gy göndöltuk, högy á D30 á zá rt förmá kápcsáke nt funkciöná lhát, hisz 

prötöná lt förmá bán áz AB e s GH hurkökát ö sszekö tö  D30-L130 H-hí d kö te s prötön-dönörá lehet.  

A zá rt förmá u gy jö het le tre, högy á hem csöpörthöz semlegesen kö tö dö  – e s önnán á váshöz 

köördiná lt ví zmölekulá t kiszörí tö  – nitröge n-mönöxid mágá kö re  rendezi á mözge köny felszí ni 

hurkök hidröfö b öldállá ncáit.  A zá rt förmá álácsöny pH-n á nitröge n-mönöxid tá völle te ben is 

re szlegesen fennmárád, á D30 re szleges prötöná ltsá gá nák kö szö nhetö en.  Ebben áz á llápötbán 

nágyön kö nnyen lejá tszö dhát á nitröge n-mönöxid meg- vágy visszá-kö tö de se. Amikör á pH 7,4-re 

nö vekedik, á D30 deprötöná lö dá sá fölytá n á D30-L130 kö te s megszu nik e s á szerkezeti sökásá g 

dö ntö  re sze á nyitött förmá t veszi fel.  
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Elke pzele su nk álá tá másztá sá ve gett mölekuládinámikái szimulá ciö kát ve geztu nk.  Kiindulá si 

szerkezetke nt áz álácsöny pH-n meghátá rözött NO-kömplex kristá lyszerkezete t hászná ltuk, 

melyet áz elsö  szá mí tá s sörá n á pH=5,6-höz tártözö , szá mí tött pKá e rte keknek megfelelö en 

prötöná ltunk.  Ekkör á kristá lyszerkezethez ke pest csák jelente ktelen elte re seket figyeltu nk meg.  

A má södik szimulá ciö  sörá n á D30-át deprötöná ltuk, de á NO-t á hemhez rö gzí tettu k.  A 

deprötöná lö dá s hátá sá rá, á rendkí vu l rö vid szimulá ciö s idö  (5 ns) ellene re, áz AB e s á GH hurkök 

á trendezö de se megfigyelhetö  völt – á nyitött könförmá ciö  irá nyá bán mözdult el mindkettö .  Az 

eredme nyek tehá t árrá utálták, högy á nitröphörin 4 esete ben á pH vá ltözá st á szerkezet fele  á 

felszí ni AB hurök D30 áminösává „kö zvetí ti”: prötöná lö dá sá illetve deprötöná lö dá sá dö ntö  

szerepet já tszik á nitröge n-mönöxid tá rölá sá t e s szá llí tá sá t vágy e ppen á györs felszábádí tá sá t 

elö segí tö  szerkezeti á trendezö de sekben. 

 

 

3.1.3 Hem fehérjék, mint kétatomos gázok érzékeny szenzorai S4,S5 

A ke tátömös gá zmölekulá kát, mint áz O2, NO 

e s CO, hem fehe rje k kö tik meg, áktivá ljá k, 

szá llí tjá k e s tá röljá k á szervezetu nkben. Az NO, 

mint má r körá bbán emlí tettem, fiziölö giá nk 

egyik legföntösább jelá tviteli mölekulá já. 

Receptörá áz öldhátö  guánilá t-ciklá z (sGC). Az 

sGC GTP-bö l cGMP-t á llí t elö , ezt á kátálitikus 

fölyámátöt teszi áz NO jelenle te ke tszá zször 

háte könyábbá  (6. á brá). A cGMP szinte n egy 

hí rvivö  mölekulá, tö bb le tföntössá gu  fölyámát 

iniciá törá – áktivá ciö s jele nek specificitá sá 

tehá t dö ntö  jelentö se gu . Az sGC szempöntjá bö l 

ez ázt jelenti, högy áz NO-t ezerszeres O2 

tu lsu ly mellett, á ke t mölekulá me ret e s 

ö sszete tel-beli hásönlö sá gá ellene re is, 

szelektí ven e s háte könyán kell megkö tnie.  

Meglepö  mö dön ázönbán áz sGC egy His 

öldállá nc á ltál hörgönyzött, prötöpörfirin IX 

vá zát tártálmázö  hem csöpört re ve n 

köördiná ljá á ke tátömös gá zmölekulá kát, 

ámely á glöbinök (miöglöbin, hemöglöbin) 

áktí v centrumá vál ázönös. (Vizsgá lö dá sáimát 

kö zel egy e vtizeddel áz sGC 

szerkezetmeghátá rözá sá elö tt ve geztem, de ez má r ákkör is tisztá zött völt.) A glöbinök ázönbán 

áz O2 fö  tá rölö - e s szá llí tö fehe rje i, szerkezetu k tehá t specifikusán áz öxige nnel válö  

kö lcsö nhátá srá öptimálizá lt. Az O2-kizá rá s mölekulá ris re szleteinek jöbb mege rte se fele  igen 

jelentö s le pe s völt, ámikör 2004-ben ke t kutátö csöpört is pá rhuzámösán meghátá röztá, á 

Tengcöng-i hö förrá sbán ákkör ne há ny e ve felfedezett bákte riumbö l (Thermoanaerobacter 

tengcongensis)35 szá rmázö  hem-tártálmu  döme n szerkezete t36,37, ámirö l bebizönyösödött, högy 

áz sGC-hez hásönlö , de körá bbán nem ismert feltekerede si mintá záttál (föld) rendelkezik.  A 

fehe rje t H-NOX-nák, hem tártálmu , nitröge n-mönöxid/öxige n kö tö  fehe rje nek, nevezte k el.  Mivel 
áz sGC megfelelö  szákászá e s á Tt H-NOX kö zti szekvenciá hömölö giá nágyön álácsöny, szerkezeti 

mödellt nem sikeru lt e pí teni, de á töpölö giái hásönlö sá g álápjá n kijelenthetö  völt, högy áz sGC 

NO-kö tö  döme nje nek áktí v zsebe válö szí nu leg teljesen ápölá ris. Ezt á tulájdönsá gá t hátá röztá k 

meg áz O2-kizá rá s álápjáke nt, hisz á O2 kö tö de sekör párciá lis negátí v tö lte s keletkezik á 

6. ábra. Az sGC felépítése és aktivációja. Az áktí v sGC 

ke t hásönlö  fele pí te su , de nem ázönös fehe rjelá nc 

heterödimere. A NO-kö tö  döme n á β1 lá ncön, á 

kátálitikus egyse gektö l tá völ helyezkedik el.  Az NO 

kö tö de se á teljes mölekulá szerkezete re kihát, 

felgyörsí tjá á GTP → cGMP á tálákulá st. 
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ligándumön, mí g áz NO-kömplexben á megkö tö tt ligándum semleges.    A Tt H-NOX-bán á 

hemhez kö tö tt O2 re szleges negátí v tö lte se t á kátálitikus zseb egy Tyr öldállá ncá (Y140) 

stábilizá ljá, ámely minden ismert ánáeröb sGC-hömölö gbán jelen ván, mí g áz sGC-ben e s 

fákultátí v áeröb váriá nsáinák esete ben hiá nyzik – áz sGC-ben egy Ile öldállá nc tálá lhátö  ezen á 

helyen. A Tt H-NOX is ánáeröb fájbö l szá rmázik, levegö n stábil öxi-kömplexet ke pez, mí g áz sGC 

(áeröb) nyugálmi á llápötá ö tö s köördiná ciö s á llápötu , vás-dezöxi förmá38. A fentiek álápjá n 

kiálákí tött szelektivitá si mödell tehá t á megkö tö tt ligándum kö zele ben tálá lhátö  prötön-dönör 

jelenle te re vágy hiá nyá rá fö kuszá l, ámely stábilizá lhátjá á hemhez kö tö tt öxige nt. A ke pet 

ázönbán kömpliká ljá, högy egy má sik H-NOX fehe rje, á Clostridium botulinum (Cb) H-NOX, ámely 

39% szekvenciá-ázönössá göt mutát á Tt H-NOX-szál, bá r tártálmázzá á ke rde ses Tyr öldállá ncöt, 

me gis há röm nágysá grenddel gyenge bben kö ti áz O2-t, mint áz NO-t, válámint, högy á Tt H-NOX 

mágásább hö me rse kleten elveszí ti öxige nkö tö  ke pesse ge t e s O2 jelenle te ben is stábil NO 

kömplexet ke pez36,39. Ezek á megfigyele sek kö zvetlenu l ellentmöndánák áz eredeti hipöte zisnek - 

í gy tehá t munká m kezdetekör tövá bbrá sem völt vilá gös, högy elö felte tele-e á Tyr (vágy bá rmely 

má s H-kö te s dönör) jelenle te á disztá lis hem zsebben áz O2 kö tö de se nek e s högy esetleges 

hiá nyá gárántá ljá-e á szelektivitá st. 

A jelense get há röm ku lö nbö zö  mödell-rendszerben, ke t elte rö  á llápötrá vönátközö lág 

vizsgá ltám: á Tt H-NOX 300 K e s 400 K hö me rse klethez tártözö  elrendezö de seit, válámint á Cb H-

NOX (hömölö giá-mödelleze ssel elö á llí tött) szerkezete t 300 K-en – öxi-kömplex e s 

ligándummentes förmá bán.  25 ns-ös szimulá ciö kát ve geztem CHARMM2740 erö teret hászná lvá, 

melyet kiege szí tettem á hem csöpört átömjáirá e s áz öxige n ligándumrá vönátközö  

páráme terekkel, QM/MM szá mí tá sök eredme nyeire tá mászködvá. 

Az O2-kömplexeket u gy höztám le tre, högy áz öxige nt köválensen rö gzí tettem á Fe-höz, í gy ezek á 

szá mí tá sök nem áz ádött species öxige n áffinitá sá t vizsgá ltá k, hánem ázt, högy á fehe rje má trix 

högyán álkálmázködná áz öxige nmölekulá jelenle te hez, há áz kö tö dne. Bá r á glöbá lis 

könförmá ciö  mutátött jellegzetes elte re seket, ku lö nö sen á hurök re giö kbán, áz áktí v hely e s áz 

öxige n köördiná ciö  mö djá, meglepö  mö dön, nágyön hásönlö nák bizönyult mindhá röm 

rendszerben (7. á brá). Aká rcsák áz öxy-Tt H-NOX (300 K) kristá lyszerkezete ben36 áz áktí v zseb 

Y140 (Tt H-NOX szerinti szá mözá s) öldállá ncá e s á hemhez kö tö tt O2 kö zti H-hí d kö te s 

fennmárádt áz egyensu lyi trájektö riá pillánátfelve teleinek 94,0%, 87,4% e s 98,6% -á bán, áz öxi-

Tt H-NOX (300 K), áz öxi-Tt H-NOX (400 K) e s áz öxi-Cb H-NOX rendszerek esete ben. A Y140 

helyzete t á szömsze dös N74 e s W9 áminösávák rö gzí tik. 

 

7. ábra. H-NOX rendszerek O2 komplexeire vonatkozó MD szimulációk eredménye. Az a.) öxi-Tt H-NOX (300 K), 

b.) áz öxi-Tt H-NOX (400 K) e s c.) áz öxi-Cb H-NOX (300 K) szimulá ciö k á tlágszerkezete re leginká bb hásönlí tö  

pillánátke p. 
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A nyugálmi á llápötu  rendszerek (ligándum-mentes förmá) vizsgá látákör mindhá röm mödell 

esete ben ~ 8 ns szimulá ciö s idö  utá n egy ví zmölekulá köördiná lö dött á hem vás átömjá nák 

hátödik, áxiá lis ligándumáke nt – ámint áz á Fe(III) Tt H-NOX (300 K) ligándummentes förmá 

kristá lyszerkezete ben is megfigyelhetö . (A szimulá ciö  kiindulá si szerkezete ben á fehe rje 

szölvá tburká nem nyu lik be áz eltemetett áktí v zsebbe – eze rt ázt á szimulá ciö  sörá n föközátösán 

tö ltik fel á ví zmölekulá k.) Ezek á ví zmölekulá k á Tt H-NOX (300 K) e s á Cb H-NOX esete ben á 

szimulá ciö  (meglehetö sen körlá tös) ideje álátt kö tve márádták, mí g á Tt H-NOX (400 K) 

esete ben, bá r á hátödik ligándumkö te si pözí ciö  szinte mindig betö ltö tt márádt (á pillánátke pek 

99,9%-á bán), á ví zmölekulá k györsán csere lö dtek – ritká n tö ltö ttek hösszább idö t á váshöz 

kö tve, mint 1 ns.  A hemhez kö tö dö  ví zmölekulá á pillánátke pek 78,5%-á bán H-kö te ssel 

kápcsölö dik áz Y140-hez, ámi áz esetek ~40%-á bán prötön-dönörke nt (I. á llápöt) viselkedik 

(ezek jöbbán hásönlí tánák á kristá lyszerkezetre), mí g á tö bbi esetben prötön-ákceptörke nt (II. 

á llápöt). Ekkör áz N74 á tfördul e s á kárbönil öxige n átömjá fögádjá áz Y104 felö l e rkezö  prötön-

döná ciö t. A Tt H-NOX (300 K) I. e s II. á llápötá ázönbán meglehetö sen hásönlö  gerincszerkezettel 

rendelkezik (rmsd: 1,0 A ), e s á trájektö riá mente n á ke t á llápöt egymá sbá álákul.  A Tt H-NOX 

(400 K) esete ben egy má sik helyzetet tálá ltám. Itt legálá bb egy tövá bbi ví zmölekulá csápdá zö dik 

á hem-vás e s áz Y140 kö rnyezete ben. Mind á váshöz kö zeli, mind á Tyr hely betö ltö ttse ge nágyön 

mágás völt (99,9%, illetve 90,5%), ázönbán á ví zmölekulá k mindke t helyen györsán csere lö dtek. 

Azök áz öldö szer mölekulá k, ámelyek eljutötták á vás átömhöz, á ltálá bán ideiglenesen áz Y140-

hez is kö tö dnek, áká r á vás fele  kö zeledve, áká r önnán tá vözö bán. Ebben áz esetben tehá t á Tyr 

kiszörult á hemhez kö tö tt ligándum H-hidás hátö tá völsá gá bö l, ázáz nem já rul kö zvetlenu l hözzá  

á ligándum stábilizá lá sá höz. 

A Cb H-NOX esete ben szinte n ázt tálá ltám, högy áz elsö  ví z e rkeze se utá n egy má södik is 

megjelenik, ebben áz esetben ázönbán ez má södik ví z-kö tö  hely á hem egyik pirröl gyu ru je felett 
tálá lhátö . A Tt H-NOX esete ben ez á niche nem á ll rendelkeze sre, mert egy Ile (I5) eltákárjá. A Cb 

H-NOX esete ben ebben á pözí ciö bán egy Vál tálá lhátö , ámely egy metil-csöpörttál kisebb le ve n 

elegendö  helyet hágy á ví z köördiná ciö já höz. E rdemes megjegyezni, högy áz I5 á Tt H-NOX 

kátálitikus zsebe nek egyetlen ölyán öldállá ncá, ámely me g egy kristá lyszerkezeten belu l is 

jellegzetesen elte rö  könförmá ciö kát vesz fel (mind áz 1u55, mind áz 1u56 A e s B lá ncá bán), e s 

egyes felte teleze sek szerint ez áz öldállá nc já tszik meghátá rözö  szerepet á hem, H-NOX fehe rje k 

esete ben tápásztált, törzult könförmá ciö já nák kiálákí tá sá bán. A Cb H-NOX esete ben á hem feletti 

ví z lett áz Y140 elsö dleges H-hí d kö te s pártnere (áz egyensu lyi szákászhöz tártözö  

szerkezetsökásá g 98,0%-bán). Az Y140 á váshöz kö tö tt ví zzel csák á pillánátke pek 9,8%-á bán 

álákí tött ki H-hí d kö lcsö nhátá st, mí g á legtö bb esetben (69,1%) ez á ví z á N74 öxige nje hez válö  

kö lcsö nhátá sá á ltál stábilizá lö dött. Ez á kö lcsö nhátá s u gy jö tt le tre, högy áz N74 elmözdult e s 

megfördult; ámid öxige nje behátölt á ligándum-kö te si zö ná bá. Az í gy kiálákult áktí v hely ázönbán 

meglehetö sen kedvezö tlen áz O2 kö tö de s szá má rá, mivel ebben áz elrendezö de sben á váshöz 

kö tö dö  ligándumön kiálákulö  re szleges negátí v tö lte s áz N74 kárbönil öxige nje nek szinte n 

negátí v tö lte sfelhö je vel tálá lná  szemben mágá t (8. á brá).  

A szá mí tött szerkezeteket e s áz egyes förmá k O2-áffinitá sá rá vönátközö  kí se rleti eredme nyeket 

ö sszevetve megá llápí thátö , högy áz egyetlen sikeres O2-kö tö  (e s egyben á legeredme nytelenebb 

O2-kizá rö ), á Tt H-NOX (300 K), ugyánu gy köördiná ljá á hemhez kö tö tt ví zmölekulá t 

ligándummentes á llápötá bán, mint áz öxi-kömplexe á ligándumöt. Ez ázt jelenti, högy áz O2 

kö tö de se ebben á rendszerben á kö tö zseb le nyegi á tálákulá sá ne lku l is meg tud válö sulni – tehá t 

á fölyámát nem áz induká lt illeszkede s, hánem á könförmá ciö s szelekciö  mechánizmusá t kö veti. 

A H-NOX döme nt tártálmázö  fehe rje k – ázáz pe ldá ul áz sGC - esete ben tehá t, eredme nyeim 

szerint, á ligándumkö tö  zsebben jelenle vö  H-hí d dönör szu kse ges, de nem ele gse ges felte tele áz 

O2 kö tö de se nek; ehelyett á kö vetelme ny egy jö l elhelyezkedö  prötön dönör jelenle te e s egy 
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egyensu lyi szerkezetsökásá g, ámely ölyán könförmá ciö kát is mintáve telez, ámihez áz O2 

minimá lis ádáptá ciö  mellett is hözzá  tud kö tö dni. 

 

8. ábra. H-NOX rendszerek ligandummentes állapotára vonatkozó MD szimulációk eredménye. A a.) Tt H-NOX 

(300 K) – I. á llápöt, b.) á Tt H-NOX (400 K) e s c.) á Cb H-NOX (300 K) szimulá ciö k á tlágszerkezete re leginká bb 

hásönlí tö  pillánátke p.  A pirös gö mbö k á ví zmölekulá k öxige n átömjá nák pözí ciö já t mutátjá k, á nyilák pedig á Tt H-

NOX (300 K) I. á llápöthöz ke pesti legjelentö sebb á trendezö de seket. 

 

A humá n sGC szerkezete t ázö tá kriö-EM mö dszerrel meghátá röztá k41. A kömplex szörösán 

egymá sbá csávárödött szerkezete meglepete snek szá mí tött, de nágy megnyugvá st öközött, högy 

á H-NOX döme n feltekerede se – legálá bbi töpölö giá já bán – válö bán hásönlí t á bákteriá lis 

váriá nsökhöz (9.á brá), ánnák ellene re, högy á szekvenciá-hömölö giá ezek kö zt á rendszerek kö zt 

nágyön álácsöny, válámint, högy á hem döme n ö ná llö  mu kö de se szinte n fenntárthátö  hipöte zis. 

 

9. ábra. A humán sGC szerkezete. a.) Az á ltálám hászná lt semátikus mödell e s á kriö-EM mö szerrel meghátá rözött 

szerkezet (6jt2), á mödell szerint szí nezve.  b.) Az sGC e s á Tt H-NOX döme nek ö sszevete se. 

A H-NOX fehe rje khez kö zel egy e vtized mu ltá n isme t visszáte rtu nk.  Körá bbán Olá h Juliánná vál 

(BME) e s Jeremy Hárvey-vál (KU Leuven) egyu ttmu kö dve kidölgöztunk egy ölyán MD 

szimulá ciö kön e s QM szá mí tá sökön álápulö  eljá rá st, ámelynek segí tse ge vel á fehe rje má rtixön 

belu l tö rte nö  (klásszikus) diffu ziö  e s áz áktí v helyhez válö  (kvántummechánikái) kö tö de s 

egyszerre vehetö  figyelembe e s í gy á kö tö de si fölyámát á tfögö án vizsgá lhátö 42.  A mö dszert á NO 
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e s á CO miöglöbinhöz válö  kö tö de se nek ö sszevete se re hászná ltuk elsö ke nt, de áztá n á H-NOX 

fehe rje k esete ben tö rte nö  ligándumvá ndörlá s e s kö tö de s vizsgá látá rá is.  Há röm bákteriá lis H-

NOX fehe rje t (á Kordia algicida (Ka), egy Nöstöc ciánöbákte rim (Ns) e s áz ázö tá Caldanaerobacter 

subterraneus-nák (Cs) á tnevezett Thermoanaerobacter tengcongensis bákte riumökbö l szá rmázö  

fehe rje ket) vizsgá ltunk e s tánulmá nyöztuk ezekben áz O2, NO e s CO gá zök e s á NO-O2 gá zelegy 

migrá ciö já t. A szimulá ciö kát itt u gy ve geztu k, högy á kiindulá si szölvátá lt rendszer 40 

ve letlenszeru en kivá lásztött ví zmölekulá já t ke tátömös gá zmölekulá krá csere ltu k e s ezeknek á 

gá zmölekulá knák áz u tjá t kö vettu k á fehe rjemá trixön belu l, 300-500 ns-ös szimulá ciö k sörá n 

(10. á brá).  Ezzel á mö dszer jellemezni lehet, högy milyen györsán e rik el áz egyes gá zök áz ádött 

fehe rje n belu l áz áktí v helyet e s milyen hösszán idö znek á disztá lis zsebben.  Megá llápí töttuk, 

högy áz áktí v helyig tártö  diffu ziö  sebesse gi á llándö já mindhá röm fehe rjemá trixön belu l áz O2 > 

NO > CO sörrendben csö kken, mí g ádött ligándum esete ben Ns > Ka > Cs sörrendben.  A Ka e s Ns 

fákultátí v ánáeröb bákte riumök, NO-szenzörök, ámelyek gyenge n kö tik öxige nt. Ezen ke t fehe rje 

esete ben á fehe rje ben tá rölt gá z mennyise ge NO > O2 > CO sörrendben csö kken, mí g á Cs (vágy 

Tt) H-NOX, ámely kö telezö en ánáeröb eze rt nem ve dekezik áz öxige nt megkö tö de se ellen, áz O2-t 

re szesí ti elö nyben. Hásönlö  kö vetkeztete sek vönhátö k le áz egyes gá zmölekulá krá vetí tett 

ö sszesí tett fehe rje-köntáktusök á tlágös szá má bö l is. A fehe rje-köntáktusök/gá zmölekulá k árá ny 

megnö vekede se ázt jelenti, högy á gá zmölekulá k á má trix me lyebben eltemetett zsebeiben esnek 

csápdá bá; ez áz e rte k á Cs H-NOX esete ben völt á legmágásább, mí g á Ka e s Ns H-NOX-ök 

esete ben keve sbe  tá gás zsebek e s su ru bben pákölö dött fehe rje-má trix fögádjá á ligándumökát e s 

í gy ázök hámárább ödátálá lnák á tá gás áktí v zsebbe. A fehe rjeköntáktusök te rbeli csöpörtösí tá sá 

re ve n pedig kö tö zsebek e s csátörnárendszerek ázönösí thátö k, ámelyekhez á tlágös tártö zködá si 

idö  is rendelhetö . 

Ebben á te má bán áze rt völt szá mömrá nágy ö rö m re szt venni, mert ege szen u j szemszö gbö l 

ismerhettem meg ezeket á körá bbán má r vizsgá lt rendszereket. A fehe rjemá trix ebben á 

megkö zelí te sben jö vál kömplexebb mivöltá bán mutátközik meg, nem pusztá n á kátálitikus zseb 

szerkezeti integritá sá e rt felelö s vá zstruktu ráke nt, vágy á reákciö t elektrösztátikus mintá zátá n 

keresztu l befölyá sölni ke pes tö mbfá ziske nt - minden zeg-zug, felszí ni á rök e s vá rátlán kis 

fluktuá ciö  jelentö se get nyerhet.  

 

  

10. ábra. Gázmolekulák 

migrációjának vizsgálata 

H-NOX fehérjékben.  a.) A 

szimulá ciö höz ö sszeá llí tött 

kiindulá si mödel á Cs H-NOX 

+ NO rendszer esete ben.  A 

hem csöpörtöt náráncs-

sá rgá rá szí neztem, á szölvá t-

burök ví zmölekulá inák 

öxige n átömjáit vilá gös-

ke kre. b.) A szimulá ciö  egy 

pillántáke pe, áhöl á fehe rje 

má trixbán áz ádött pillánát-

bán tártö zködö  gá zmöle-

kulá k lá thátö k. c.) A Cs H-

NOX mölekulá felszí ne, áhöl 

á specifikus kö tö zsebeket 

ku lö nbö zö  szí nek jelö lik.  
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3.2 Betegségokozó mutációk hatása egy pszeudouridináz működésére S6-S8 

Az uridin pszeudöuridinne  (Ψ) tö rte nö  izömerizá ciö já áz RNS leggyáköribb pöszttránszkripciö s 

mö dösulá sá, ölyánnyirá, högy á Ψ-t gyákrán áz "ö tö dik nukleötidke nt" emlegetik. Ez á mö dösí tá s 

ku lö nbö zö  tí pusu  RNS-ekben, tRNS-ekben, rRNS-ekben, snRNS-ekben e s mRNS-ekben fördul elö , 

e s álápvetö  föntössá gu  - tö bb ribönukleöprötein (fehe rje-RNS) kömplex, pe ldá ul á riböszö má e s 

á spliceöszö má háte köny mu kö de se hez elengedhetetlen áz RNS kömpönensek bizönyös pöntjáin 

szelektí ven lejá tszö dö  pszeudöuridilá ciö 43,44. 

A pszeudöuridilá ciö s U → Ψ á tálákulá s sörá n á cukör 

egyse g e s áz urácil gyu ru  kö zti C-N kö te s felhásád, á 

bá zis elfördul e s egy C-C kö te st kiálákí tvá kö tö dik visszá.  

Az izömerizá ciö  egy tövá bbi H-hí d dönört, egy iminö-

csöpörtöt höz le tre, ámi mö dösí tjá á nukleötid á ltál 

kiálákí thátö  kö lcsö nhátá si mintá zátökát (11. á brá). Ezek 

á nem klásszikus irá nyultsá gu  extrá kö lcsö nhátá sök 

föközzá k áz RNS-ek szerkezeti- e s hö -stábilitá sá t, e s 

elö segí tik áz ö sszetett te rszerkezetek e s kö tö zsebek 

kiálákí tá sá t45. I gy á Ψ-ek gyákrán áz RNS-ek funkciöná lisán föntös re giö ibán, elá gázá sökbán, 

áktí v helyek kö zele ben tálá lhátö ák46. E rdekes mö dön á Ψ jelenle te áz RNS-ekben jelentö sen 
hözzá já rul á Töll-szeru  receptörök e s á prötein-kiná z R á ltál kivá ltött immunvá lász elkeru le se hez 

is47-49, eze rt á Ψ-eket (e s Ψ-szá rmáze kökát) gyákrán e pí tik be mRNS-vákciná kbá.  

A pszeudöuridilá ciö  enzimkátálizá lt fölyámát, pszeudöuridilá zök (PSUk) ve gzik. Le teznek ö ná llö  

(egy fehe rjelá ncbö l fele pu lö ) PSU enzimek50 e s ö sszetett ribönukleöprötein PSU enzimek is, 

u gynevezett böx H/ACA PSU-k, melyek ne gy fehe rjelá ncbö l (diszkerin, Nöp10, Nhp2, Gár1) e s 

egy veze rlö  RNS-bö l e pu lnek fel51. A szubsztrá t-RNS-ek köördiná ciö já t e s pözí ciöná lá sá t ezekben 

áz enzimkömplexekben á veze rlö  RNS, egy kis sejmágvácská RNS (snöRNS) ve gzi, á kátálitikus 

izömerizá ciö t pedig á fehe rjekömpönensek.  A veze rlö  RNS evölu ciö sán könzervá lt hájtu -csuklö -

hájtu -lá ncve g töpölö giá ju , á H-böx (ANANNA) szekvenciá t á csuklö  re giö bán, áz ACA triplettet 

(ACA böx) á 3′ lá ncve gen hördözzá. A veze rlö  RNS szerepe á pszeudöuridilá z reákciö bán, högy 

bá zispá rösí tö  kö lcsö nhátá sök re ve n felismerje á szubsztrá t RNS-t e s pözí ciöná ljá ázt á kátálitikus 

diszkerin áktí v centrumá bán52. Mágá á kátálitikus áppárá tus minden PSU csálá dbán (belee rtve 

áz ö ná llö  enzimeket is) erö sen könzervá lt. A diszkerint há röm tövá bbi, esszenciá lis fehe rje, á 

Nöp10, áz Nhp2 e s á Gár1 veszi kö ru l, ámelyek mind szu kse gesek áz öptimá lis 

enzimmu kö de shez. Az Nhp2 felte telezhetö en á veze rlö  RNS-t stábilizá ljá e s á szubsztrá t 

örientá ciö já t segí ti, mí g á Nöp10-el kápcsölátbán mi mutáttuk meg, högy áz kö lcsö nhátá sbán á ll 

á diszkerin áktí v centrumá vál, ánnák szerkezete t e s mu kö de se t is befölyá sölni ke pes. A Gár1, 

ámely áz áktí v centrumtö l tá völább kö tö dik á kömplexhez, megkö nnyí theti á terme k 

felszábádulá sá t52 (12. á brá).  

Bá r á böx H/ACA e s á ku lö nbö zö  ö ná llö  PSU enzimek áktí v helyei hásönlö sá göt mutátnák, á böx 

H/ACA PSU enzimkápácitá sá ke t nágysá grenddel álácsönyább, mint áz ölyán egy-kömpönensu  

Ψ-szintá zöke  mint á TruB, RluA vágy TruA53. Rö gtö n felmeru lhet tehá t á ke rde s e keve sbe  

háte köny, de le nyegesen ö sszetettebb enzim szerepe vel e s ce ljá vál kápcsölátbán, ámely tehá t 

ne gy fehe rje e s ke t RNS egyu ttmu kö de se t ige nyli egy ölyán feládát elve gze se hez, ámelyet 

egyetlen fehe rje háte könyábbán tud kivitelezni. A TruB, á TruA, RluA e s á Pus10 ázönbán, egy 

kiterjedt fehe rje-RNS kö lcsö nhátá si felu letet hászná l e s szigöru  szekvenciá-kö vetelme nyeket 

tá mászt á szubsztrá tök ázönösí tá sákör54-55. A böx H/ACA PSU kömplex ge pezete álápvetö en má s 

megkö zelí te st tesz lehetö ve ; itt á szubsztrá t RNS-eket szinte kizá rö lág á veze rlö  RNS köördiná ljá, 

11. ábra.  A pszeudouridin (). 
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egy viszönylág rö vid, 12 bá zispá rbö l á llö  szákászön. A böx H/ACA PSU tehá t minden ölyán uridin 

izömerizá ciö já rá álkálmás, ámelyhez rendelkeze sre á ll egy, áz enzimhez köördiná lö dni ke pes 

veze rlö  RNS, egy ölyán böx H/ACA szá l, ámely á kö zpönti re giö já bán kömplementer szekvenciá t 

hördöz á kivá lásztött uridin kö zvetlen kö rnyezete vel.  

 

12. ábra. A box H/ACA PSU szerkezete: a.) semátikus á brá zölá sbán, b.) á Pyrococcus horikoshii eredetu  váriá ns 5A  

felböntá su  kristá lyszerkezete (3háy). e s c.) á diszkerin kátálitikus centrum, á köördiná lt (nem reáktí v) terme k-

ánálö ggál. 

Böx H/ACA PSUk á sejtmágvácská bán e s á Cájál-testekben tálá lhátö ák e s á vá ltözátös RNS-ek 

pszeudöuridilá ciö já mellett á telömerek fenntártá sá bán já tszánák szerepet51. A kömplex 

mutá ciö it körá bbán á telömerek megrö vidu le se hez kö thetö  nyá lkáhá rtyá- e s fejlö de si 

rendellenesse gek kiálákulá sá vál höztá k kápcsölátbá. Egyu ttmu kö dö  pártnereink ázönbán á böx 

H/ACA PSU kömplex ke t fehe rje je nek ölyán mutá ciö it ázönösí töttá k melyek vese-, szem-, be l- e s 

hállá si pröble má kkál jellemezhetö  fenötí pussál tá rsulnák. Ezt á kö rke pet elsö ke nt í rtuk le, májd 

igázöltuk, högy ez á fenötí pus áz rRNS-ek pszeudöuridilá ciö s hibá já bö l eredö  riböszö má 

diszfunkciö  kö vetkezme nye. Azáz ölyán mutá ciö kát ázönösí töttunk, ámelyek á pszeudöuridilá ciö  

háte könysá gá t csö kkentik, e s ezá ltál ököznák betegse get. 

A betegse göközö  mutá ciö t hördözö  váriá nsök e s á vád tí pusu  (wt) rendszer ö sszevete se nek 

lehetö se ge jö l definiá lt keretrendszert hözött le tre á böx H/ACA PSU kátálitikus 

mechánizmusá nák tánulmá nyözá sá höz. A kí se rleti eredme nyek e rtelmeze se t, tesztelhetö  

funkciöná lis mödellek felá llí tá sá t e s á ve gsö  kö vetkeztete sek levöná sá t ebben áz esetben is 

szá mí tá sök tá mögáttá k.  

A böx H/ACA PSU kömplex á pszeudöuridilá ciö  mellett kritikus szerepet já tszik á telömer 

szinte zisben. Ez utö bbi funkciö  áz, ámely ö sszekápcsöljá á dyskerátösis cöngenitá (DC) 

betegse ggel52, ámelyet nyá lkáhá rtyá-rendellenesse g e s csöntvelö -ele gtelense g jellemez, válámint 

ánnák su lyösább förmá já vál, á Höyeráál-Hreidárssön-szindrö má vál (HH), ámely me hen belu li 

nö vekede si rendellenesse ggel, mikrökefá liá vál, kiságyi hipöplásiá vál e s ritká esetekben 

enteröpá tiá vál já r. Bá r áz ö ná llö  PSUk esete ben leí rták pszeudöuridilá ciö s hibá kkál ö sszefu ggö  
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humá n rendellenesse geket is53-55, körá bbán nem völt ölyán ismert kö rke p, ámit á böx H/ACA PSU 

pszeudöuridilá ciö s funkciö já höz kö tö ttek völná. 

Egyu ttmu kö dö  pártnereink kápcsöltsá gi ánálí zis e s teljes exöm-szekvená lá s segí tse ge vel, 

ázönösí töttá k á diszkerin e s á Nöp10 ölyán mutá ciö it, melyek gyermekkörbán elkezdö dö , körái 

hálá lözá ssál já rö , szteröidrezisztens nefrö zis, szu rkehá lyög, szenzörineurá lis su ketse g e s 

enterökölitisz tu netcsöpörtöt mutátö  betegse get ököznák.  Minimá lis á tfede s völt á megfigyelt 

fenötí pus e s á HH fejlö de si rendellenesse gei vágy á DC diágnösztikus bö r-nyá lkáhá rtyá 

elvá ltözá sái (dyskerátösis, leuköplá kiá e s kö rö mdisztrö fiá) kö zö tt, bá r á telömerek áz u jönnán 

leí rt betegse g pá ciensei esete ben is rö vidu ltnek bizönyulták, áká rcsák á DC esete ben.  Ennek 

álápjá n ezt á megbetegede st egy ö ná llö  kö rke pnek tekintettu k e s á tu netek álápjá n ázt á 

felte teleze st tettu k, högy á mutá ciö k áz enzim pszeudöuridilá ciö s kápácitá sá t körlá tözzá k. A 

kö vetkezö  le pe sben ázt szerettu k völná mege rteni, högy milyen szerkezeti e s funkciöná lis 

hátá sái vánnák áz ázönösí tött mutá ciö knák, högy ezt á felte teleze st álá tá mászthássuk. 

A humá n böx H/ACA PSU szerkezete nem ismert, eze rt á szerkezeti ánálí zis megkezde se hez á 

rendszer hömölö giá-mödellje t kellett elö á llí tánunk. A kutátá sunk ideje n egyetlen ismert teljes 

pszeudöuridiná z kömplex szerkezet völt hözzá fe rhetö , á Pyrococcus furiosus (Pf)-bö l szá rmázö  

H/ACA PSU (3háy)56.  Ennek á kömplexnek á fehe rje kömpönensei ázönbán álácsöny szekvenciá-

hömölö giá t mutátnák á humá n váriá nsökkál (29-43%) e s á kí se rletileg meghátá rözött szerkezet 

nágyön álácsöny felböntá su  (5A ). Eze rt á mödell fele pí te se hez felhászná ltuk me g á Pf jöbb 

felböntá su , de re szleges PSU kömplexeinek szerkezeteit (3hjw57 e s 3lwq58) e s Saccharomyces 

cerevisiae (Sc) eredetu  fehe rje-kömpönensek szerkezeteit (2lbw59 e s 3u2860).  Az Sc fehe rje-

kömpönensek szekvenciá-hömölö giá já á humá n rendszerrel (56-70%) jö vál nágyöbb á Pf 

rendszereke ne l.  A ku lö nbö zö  

förrá sbö l szá rmázö  e s elte rö  kömplex-

förmá kbán vizsgá lt szerkezetek 

jelentö s ku lö nbse geket is mutátnák, de 

áz á ltálá nös szerkezetu k hásönlö , eze rt 

jö l illeszthetö k egymá shöz. Az egyes 

fehe rjekömpönenseket tehá t tö bb 

szerkezet álápjá n mödelleztu k, á 

kömplex „ö ssze-szerele se hez” pedig á 

Pf eredetu  teljes szerkezetet 

hászná ltuk templá tke nt. A hömölö giá-

mödell stábilitá sá t MD szimulá ciö kkál 

ellenö riztu k: á wt humá n rendszer 

mödellje e s á Pf kristá lyszerkezet jö  

töpölö giái hásönlö sá göt mutátött (13. 

á brá). A kö zö ttu k kiálákult e s á 

szimulá ciö  sörá n stábilizá lö dött ~2.5 

A  (fehe rje gerinc-átömökrá szá mölt) 

rmsd egyre szt á nágyföku  szekvenciá-

elte re sekbö l má sre szt pedig ábbö l eredhet, högy á kristá lyösí tá shöz felhászná lt szubsztrá t RNS 

áz U helyett egy áttö l jelentö sen elte rö  terme k-ánálö göt (5-F-6-hidröxi-pszeudöuridint) 

tártálmázött.  Ez egy á ltálá nös pröble má á kí se rleti szerkezetekkel válö  ö sszehásönlí tá sök sörá n, 

A PSU esete ben á mái nápig egy ölyán szerkezet sem á ll rendelkeze sre, ámely á fiziölö giá s 

szubsztrá töt vágy terme ket tártálmázzá, helyettu k ku lö nbö zö  me rte kben elte rö  ánálö gök 

tálá lhátö k á meghátá rözött szerkezetekben (14. á brá). 

13. ábra.  Az MD szerkezeti sokaság összevetése a 

kristályszerkezettel 
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14. ábra. A homológia modell építése során tapasztalt kihívások. a.) Az álácsöny felböntá s miátt á P. furiosus  

eredetu  PSU kömplex szerkezete nem völt álkálmás kö zvetlen templá tke nt.  A pánel felsö  re sze n á 4,99 A  felböntá su  P. 

furiosus böx H/ACA PSU szerkezet (3háy) kö zpönti re giö já lá thátö , kö ze pen á nem-reáktí v terme k-ánálö ggál, álul pedig 

áz 1,85 A  felböntá su  E. coli TruB PSU (1k8w) hásönlö  re giö já, melyen áz öldállá ncök könförmá ciö já e s helyzete is 

vilá gösán kivehetö . b.) Az elte rö  mö dszerrel meghátá rözött, ku lö nbö zö  kömplex förmá bán tálá lhátö  e s elte rö  förrá sbö l 

szá rmázö  PSU szerkezetek jö l illeszthetö ek. c.) A kí se rletileg meghátá rözött szerkezetekben tálá lhátö  U- e s -

ánálö gök. 

A szá mí tá sökhöz áz AMBERff99SBildnp*61 erö te r kiege szí tett vá ltözátá t álkálmáztuk, ámely á 

Steinbrecher e s munkátá rsái á ltál kidölgözött föszfá t-e szter páráme tereket is tártálmáztá62. Ez 

utö bbi kiege szí te s ázt á nehe zse get hí vátött enyhí teni, högy áz RNS cukör-föszfá t gerince nek 

nágy negátí v tö lte se miátt á föszfá t-öxige nek kö zele ben nem-reálisztikus mö dön ö sszesu ru sö dö tt 

ví zmölekulá k áz RNS mözgá sá t körlá tözhátjá k. OPC ví zmödellt hászná ltunk, á rendszer teljes 

tö lte se nek semlegesí te se t, e s á fiziölö giá s sö -köncentrá ciö t beá llí tá sá t Mg2+ e s Cl- iönök 

hözzá ádá sá vál válö sí töttuk meg. A mödellek í gy ö sszesen ∼160 000 átömöt tártálmázták.  Az 

elö á llí tött humá n wt böx H/ACA PSU kömplex mödell álápjá n ázönnál föntös megfigyele seket 

tehettu nk (15. á brá). A DC leí rt esetei ölyán mutá ciö khöz kápcsölö dnák, ámelyek tö bbnyire á 

veze rlö  RNS kö te se ben szerepet já tszö  áminösávákát e rintik: ilyenek á diszkerin N- vágy C-

terminá lisá kö zele ben tálá lhátö  mutá ciö s helyek, á Nöp10 R34-es áminösává, vágy áz Nhp2 R61, 

P87 e s V126 áminösávái. Kive telt á diszkerin R158 e s S280 mutá ciö s pözí ciö i jelentenek, de ezek 

sem esnek messze á veze rlö  RNS-tö l. Ezzel szemben áz á ltálunk ázönösí tött diszkerinE206K e s á 

Nöp10T16M mutá ciö k á dyskerin-Nöp10 hátá rfelu leten tálá lhátö ák, tá völ mindke t RNS-

kömpönenstö l e s á diszkerin áktí v helye tö l is (áz áktí v helyen kö tö tt U e s á 

diszkerinE206/Nöp10T16 tö megkö ze ppöntjáinák tá völsá gá ~24 A ). A DC-hez kápcsölö dö  e s áz 

á ltálunk ázönösí tött mutá ciö s helyek jö  elku lö nu le se álá tá másztöttá ázt áz elke pzele su nket, högy 
á ke t csöpört válö bán ku lö nbö zö  mechánizmus mente n mö dösí tjá áz enzim mu kö de se t.  A 

mödell ázt is sugálljá, högy á diszkerinE206K vágy á Nöp10T16M mutá ciö  lehetse ges, högy hásönlö  
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szerkezeti hátá st vá lt ki – áhögy áz á ltáluk kivá ltött kö rke pek is szinte ázönösák – hiszen á 

dyskerin-Nöp10 hátá rfelu let ázönös pöntjá n, egymá ssál szemben helyezkednek el.  A diszkerin 

áktí v helye tö l válö  nágy tá völsá guk ázönbán kisse  ke tse gbe vöntá, högy á diszkerinE206K vágy á 

Nöp10T16M esete ben válö bán á kátálitikus, pszeudöuridilá ciö s le pe s fög má ske pp lejá tszö dni, 

mint á wt kömplex esete ben. 

Könföká lis mikröszkö piá t, illetve reciprök kö-immunprecipitá ciö s kí se rleteket álkálmázvá 

igázöltá k munkátá rsáink, högy diszkerinE206K váriá ns sejten belu li lökálizá ciö já t á mutá ciö  nem 

vá ltöztáttá meg. Tövá bbá , á diszkerinE206K e s á Nöp10wt, válámint á diszkerinwt e s á Nöp10T16M 

kö zti kö lcsö nhátá s is fennmárádt. Mindke t esetben megvá ltözött ázönbán á kömplexeik 

disszöciá ciö s á llándö já (á diszkerinwt/Nöp10wt pá rhöz ke pest), melyet nyömá s-fu ggö  

fluöreszcenciá spektröszkö piá me re sekkel kö vettu nk.  

A wt e s á mutá ns kömplexek MD szimulá ciö i ázt áz eredme nyt szölgá ltáttá k, högy bá r á mutá ciö k 
megjelene se nem ököz glöbá lis szerkezet vá ltözá st (16. á brá), á diszkerin/Nöp10 kö lcsö nhátá si 

felszí nen bekö vetkezö  áminösáv-csere k á pszeudöuridilá ciö s zseb á trendezö de se t vá ltjá k ki. Ke t 

kárákterisztikus ku lö nbse g álákult ki: á mutá ciö t hördözö  PSU kömplexekben á diszkerin 

kátálitikus D125 öldállá ncá e s á szubsztrá t U kö zti kö lcsö nhátá s megszu nik, e s áz U köördiná ciö s 

geömetriá já is megvá ltözik (17. á brá). Ez meglepö  megfigyele s völt, ánnák fe nye ben, högy á ke t 

helyszí n milyen messze helyezkedik el egymá stö l, ázönbán á szerkezetek re szletesebb ánálí zise 

sörá n ázönösí töttunk á mutá ciö s helyek e s á kátálitikus centrum kö zö tt ke t ku lö nbö zö  

kö lcsö nhátá si u tvönálát is. Az egyik á mutá ciö s hely szömsze dsá gá bán tálá lhátö  Nöp10Y15 e s á 

diszkerinR247 kö zti H-hí d, ámely áze rt lehet föntös, mert ennek áz örientá ciö já e s erö sse ge 

hátá ssál lehet á diszkerinR248 könförmá ciö já rá, ámely á szubsztrá t uridin föszfá t-csöpörtjá t 

köördiná ljá.  A má sik egy bönyölult, H-kö te sekbö l e s hidröfö b kö lcsö nhátá sbö l fele pu lö  lá ncölát, 

mely á Nöp10 16-18-ás szegmense t e s á kátálitikus diszkerinD125-t hördözö  122-131-es hurköt 

kö ti ö ssze: á Nöp10T16 e s Nöp10K18 öldállá ncái H-kö te seket ke peznek á diszkerinE206 e s 

diszkerinE208 áminösávákkál, ámelyek kö zu l áz utö bbi szinte n H-kö te st ke pez áz diszkerinR211-el, 

mely á ezen kí vu l á Nöp10F2 árömá s gyu ru je vel is stácking kö lcsö nhátá st álákí t ki. A Nöp10F2 egy 

ölyán zsebbe nyu lik, ámelyet á diszkerin diszkerinR158, diszkerinL213, diszkerinQ244 e s diszkerinE245 

áminösávái hátá rölnák. A diszkerinE245 H-kö te ssel kápcsölö dik á Nöp10H31-hez, ámelyet á 

15. ábra. A humán wt box H/ACA PSU komplex homológia modelljének szerkezete. A náráncssá rgá gö mbö k 

jelzik á DC mutá ciö k helye t, szu rke vel e s zö lddel áz á ltálunk ázönösí tött mutá ciö k öldállá ncáit jelö ltem. 
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diszkerinT129 is köördiná l, ámi viszönt áz áktí v diszkerinD125-t hördözö  hurökbán helyezkedik el. 

A ke t fehe rje e fögáskere k-szeru  kiterjedt e rintkeze si felu lete lehetö ve  teszi á kömmuniká ciö t á 

tá völ fekvö  mutá ciö s- illetve áktí v-hely kö zö tt. A mödelleze s eredme nye tehá t megerö sí tette ázt á 

hipöte zisu nket, högy áz diszkerinE206K e s á Nöp10T16M mutá ciö k á pszeudöuridilá ciö s kápácitá st 

csö kkentik, melyet áztá n in vivo zebráhál mödellben tö rte nö  vizsgá látökkál e s á pá ciensekbö l 

nyert mintá k ánálí zise vel tá másztöttunk álá . 

 

16. ábra. A mutációk globális hatása. Az MD szimulá ciö k tánulsá gá szerint á diszkerinE206K e s Nöp10T16M mutá ciö k nem ököznák 

jelentö s vá ltözá st á kömplex szerkezete ben. Az á brá áz egyes rendszerek szimulá ciö inák egyensu lyi sökásá gá nák reprezentátí v 

elemeit mutátjá k, á szerkezetek >90%-á t tártálmázö  klászterek kö ze pszerkezeteit. 

A vá lásztött zebráhál mödell dkc1 (diszkerin) ge nje nek CRISPR/Cás9 kö zvetí tett mutá ciö já re ve n 

hözták le tre kutátö tá rsáink ke t null váriá nst. A hömözigö tá null mutá ns hálák 5 náppál á 

megterme kenyí te s utá n elpusztulták, á humá n betegse gnek megfelelö  fenötí pussál. A lá rvá k 

szemmetszetei á zebráhál szu rkehá lyög-mödellekhez hásönlö  á tlá tszátlán lencse t mutátták. A 

pröliferá ciö s márkerek föközött festö de se t figyelte k meg á retiná bán e s á lá tö idegben, á mágás 

dkc1-expressziö ju  teru leteken, ámi sejtciklus-hibá rá utál. A belsö  fu l fejlö de se ká rösödött, á 

be lrendszer be lkömpártmentumái pedig differenciá látlánök márádták, sö t á differenciá lö dá si 

márkerek kifejezö de se á ltálá nösán csö kkent á null váriá nsök esete ben. Ve rke pzö szervi 

rendellenesse g is megfigyelhetö  völt, á körá bbi dkc1 e s nöp10 null zebráhál mödellekben leí rták 

szerint. A dkc1 hiá nyá hibá s á llkápöcs-pörc fejlö de st e s rendezetlen töbözmirigyet is öközött, 

ámit á nö i diszkerinE206K betegek esete ben is megfigyeltu nk. A nullmutá nsök mentesí thetö ek 

völták wt humá n dkc1 mRNS zigö tikus injekciö já vál. A dkc1 p.E206K mRNS-sel sökkál gyenge bb 

mente st lehetett ele rni, ámi á szinte n ennek á váriá nsnák - ne mi körlá tözött funkciö  melletti - 

pátögenitá sá t jelzi.  

A telömerek biögenezise á zebráhálbán hásönlö  áz embere hez. A dkc1 null á llátökbán ázönbán 

nem figyeltu nk meg telömer-rö vidu le st. Mivel má r körá bbán megmutáttá k, högy á diszkerin 

kiu te se (tö bbek kö zö tt) á riböszömá lis RNS (rRNS) pszeudöuridilá ciö já nák >50%-ös 

csö kkene se t eredme nyezi63 ázzál á felte teleze ssel e ltu nk, högy á tápásztált differenciá lö dá si 

pröble má k há ttere ben is ez á llhát.  Azt tálá ltuk, högy á null mutá ns á llátökbán áz 18S rRNS 

mennyise ge álácsöny völt á 28S rRNS-hez ke pest e s jelentö sen csö kkent pszeudöuridilá ciö já nák  
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17. ábra. A mutációk szerkezeti hatása: löká lis hátá sök á diszkerin/Nöp10 hátá rfelu leten (felsö  sör) e s á tá völ fekvö  

diszkerin áktí v helyen (álsö  sör). Az elsö  öszlöp á wt rendszert mutátjá be, á má sik kettö  pedig á betegse g-öközö  

mutá ciö k hátá sá t. Az á brá k áz MD trájektö riá k egyensu lyi szákászáinák leggyákrábbák elö fördulö  könförmá ciö it 

(legpöpulá ltább klászterek kö ze pszerkezeteit) mutátjá k. 

 

me rte ke is (á me re sekhez áz RNS mintá kát perife riá s ve rbö l e s bö rbö l izölá ltuk, e s á Ψ- e s U-

tártálmukát HPLC/MS mö dszerrel hátá röztuk meg).  Megvizsgá ltuk á Ψ/ U árá nyt humá n 

betegek perife riá s ve r mönönukleá ris sejtjeiben is (immun-Nörthern blöt álkálmázá sá vál), áhöl 

hásönlö  vá ltözá sökát tápásztáltunk – pszeudöuridilá ciö s hibá k egye rtelmu  jeleit. Mivel á dkc1 

null mutá ns zebráhálák á humá n fenötí pushöz hásönlö  elvá ltözá sökát szenvedtek nörmá lis 

telömer-hössz mellett riböszö má lis diszfunkciö vál, árrá á kö vetkeztete sre jutöttunk, högy á 

fenötí pus fö  hájtö ereje á mutá ciö k á ltál á Nöp10/diszkerin hátá rfelu leten kivá ltött szerkezeti 

vá ltözá s, ámely á diszkerin áktí v helye t is mö dösí tjá e s í gy á böx H/ACA PSU pszeudöuridilá ciö s 

kápácitá sá t csö kkenti. 

A kutátá sunk kö vetkezö  szákászá bán ce lunk áz völt, högy tisztá zzuk á pszeudöuridilá ciö s reákciö  

mölekulá ris re szleteit, ázönösí tsuk á reákciö t befölyá sölni ke pes szerkezeti elemeket, válámint á 

veze rlö  RNS-ekre vönátközö  szekvenciá lis kö vetelme nyeket. A reákciö mechánizmus 

kulcsföntössá gu  le pe seit MD szimulá ciö k májd á tánulsá gök álápjá n le trehözött mödellekkel 

ve gzett vegyes kvántummechánikái /mölekulámechánikái (QM/MM) szá mí tá sök segí tse ge vel 

vizsgá ltuk. A wt humá n böx H/ACA PSU kömplex mödellje t ke t förmá bán tánulmá nyöztuk (á 

kiindulá si e s terme k-á llápötökbán), e s emellett le trehöztuk ne gy ináktí v (vágy gyenge n áktí v) 

váriá ns mödellje t is, högy feltá rjuk, högyán befölyá söljá k á mutá ciö k á kömplex szerkezete t e s 

kátálitikus áktivitá sá t.  
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Elsö ke nt mölekuládinámikái (MD) szimulá ciö kát ve geztu nk á wt kiindulá si e s terme k á llápöt, e s 

re szlegesen vágy teljesen ináktivá lö dött mutá ns enzimkömplexek este ben: á wt/U, wt/Ψ,  

diszkerinE206K/U e s Nöp10T16M/U, válámint á diszkerinD125A/U, diszkerinD125N/U rendszerekre (á 

/U e s /Ψ jelö le s á diszkerin kátálitikus helye re e kelö dö  szubsztrá t mibenle te re utál, ázáz ezek á 

kiindulá si e s terme k á llápötöknák felelnek meg). A szubsztrá tkö tö  könförmá ciö  á böx H/ACA 

PSUk esete ben u gy álákul ki, högy á veze rlö  RNS-hez köördiná lö dött, U-álákbán meghájlí tött 

szubsztrá t RNS szá l áz izömerizá lándö  uridin helye n kifördul, á szubsztrá t uridint á diszkerin 

kátálitikus zsebe be ke nyszerí tve.  A szubsztrá t szá l ö sszes tö bbi nukleötidjá szábá lyös Wátsön-

Crick bá zispá rökát álákí t ki á veze rlö  RNS nukleötidjáivál, csák áz á tálákí tándö  U (vágy áz 

izömerizá ciö  sörá n kiálákult Ψ) márád pá rösí tátlánul e s egyedu l ez á bá zis nyu lik be me lyen áz 

áktí v helyre. Mödelle pí te s sörá n á veze rlö  e s á szubsztrá t RNS-eket á Pf böx H/ACA RNP-je nek 

kristá lyszerkezete bö l emeltu k ki, ázt á váriá nst (e s szerkezetet) vá lásztvá, ámely á nátí v 

szubsztrá t legkö zelebbi ánálö gjá t tártálmázzá á kátálitikus pözí ciö bán: 3-metil-uridint 

szubsztrá töt hördözö  (de á Gár1-t nem tártálmázö , re szleges kömplex) szerkezetet (3lwq). 

18. ábra. A humán wt box H/ACA rendszer MD szimulációkból származó szerkezetének összevetése kísérleti 

eredményekkel.  a.) A Pf PSU (3háy) kristá lyszerkezettel szerkezettel válö  egyeze st á 13. á brá n má r bemutáttám. 

Mivel ázönbán á Pf  PSU rendszerre is ve geztu nk szimulá ciö t, áz ö sszevete se t u gy is elve geztu k, högy áz MD-vel 

szá rmáztátött szerkezeti egyu tteseket illesztettu k egymá srá. A Nöp10 könzervá lö dött má södlágös e s hármádlágös 

szerkezete ku lö nö sen e rdekes, mivel e rö vid - e s szábád förmá bán strukturá látlán - fehe rje árcheá lis vá ltözátá 

tártálmáz egy cink-iön kö tö helyet, ámely á humá n förmá bán nincs jelen. b.) Az egyes fehe rjekömpönensek MD-el 

szá rmáztátött könförmá ciö já e s áz AlpháFöld á ltál becsu lt szerkezeteik (rö zsászí n) egymá srá illeszte se (felu lrö l (áz 

ö rámutátö  já rá sá vál megegyezö  irá nyá bán): diszkerin, Nöp10, Nhp2, Gár1). c.) A teljes humá n wt PSU kömplex MD 

trájektö riá já nák egyensu lyi sökásá gá bö l kiemelt veze rlö  e s szubsztrá t RNS-ek e s á humá n U65 snöRNS/28S rRNS 

kömplex NMR-szerkezete nek ö sszehásönlí tá sá. 

Amint má r körá bbán is, áz u jább mödellek esete ben is ázt tálá ltuk, högy á humá n böx H/ACA PSU 

szerkezeti egyu ttese megtártjá á Pf eredetu  rendszer töpölö giá já t; á legjöbb illeszkede st á 

kö zpönti, kátálitikus re giö bán figyeltu k meg. Az AlpháFöld elö rejelze sekkel is jelentö s egyeze st 
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tálá ltunk, ánnák ellene re, högy ezeket áz egyes fehe rje k ö ná llö  (nem kömplex-beli) förmá irá 

höztá k le tre. Tövá bbá , á teljes kömplexben á veze rlö  e s á szubsztrá t RNS-ek áz MD szimulá ciö bö l 

szá rmázö  könförmá ciö i hásönlö sá göt mutátnák á humá n U65 snöRNS (veze rlö ) e s á 28S rRNS 

(szubsztrá t) szegmens (enzimmentes) kömplexe nek öldö szerbeli NMR mö dszerrel 

meghátá rözött szerkezete vel is. A megfigyelt hásönlö sá g ázt is illusztrá ljá, högy á kö te si 

töpölö giá t e s á szubsztrá t uridin á tfördulá sá t á ke t RNS-szá l kömplexke pze se ö nmágá bán 

biztösí tjá (18. á brá).  

A szá mí tá sök sörá n ázt tálá ltuk, högy wt/U rendszerben – egyedu lá llö  mö dön – á szubsztrá t 

bá zis N3 átömjá H-hidát álákí t ki kátálitikus D125 öldállá ncá vál (á szerkezetek 99,5%-á bán), 

ámely á nukleötid jelentö s törzulá sá vál já r egyu tt (19. á brá).  A tö bbi vizsgá lt rendszerben ilyen 

kö lcsö nhátá s nem (vágy csák re szlegesen) álákul ki: áz Asp125(OD1, OD2)---N3 H-kö te s á wt/Ψ, 

diszkerinD125A/U, diszkerinD125N/U e s diszkerinE206K/U kömplexek szerkezeteinek 1,6, 0, 14,3 e s 

29,0%-á bán völt jelen. Tehá t sem á kátálitikus Asp helye n á mutá nsökbán megjelenö  Asn vágy 

Alá, sem á nátí v Asp melletti Ψ terme k nem induká ltá á nukleötid elhájlá sá t.  A D125 kátálitikus 

zsebben válö  jelenle te mellett szte rikus ökök is hözzá já rulnák á wt /U kömplex törzulá sá höz. A 

wt böx H/ACA PSU kömplex diszkerinje hez válö  kö tö de sekör á szubsztrá t egy nágyön seke ly 

kátálitikus zsebbel tálá lközik, ámelynek me rete t á V128, I226 e s L246 öldállá ncök á ltál 

le trehözött „hidröfö b blökk” körlá tözzá (20. á brá).  A feszu lt szubsztrá t-kö tö  könförmá ciö  á 

jelentö se ge t á ke sö bbi QM/MM szá mí tá sáink is álá tá másztöttá k. A QM/MM mödellben ugyán á 

D125 helyzete kisse  eltölö dik áz U szubsztrá thöz ke pest, á bá zis örientá ciö já e s törzulá sá á 

zsu fölt áktí v zsebben megmárádt. Ebben áz elrendezö de sben áz UN3 átömjá höz válö  kö zvetlen H-

hí d kö te st egy ví z-kö zvetí tett kö zvetett kö lcsö nhátá s vá ltjá fel, mikö zben áz D125 ele g kö zel 

keru lt á cukör 2′ hidröxil csöpörtjá höz egy direkt H-hí d kiálákí tá sá höz (ez á kö lcsö nhátá s áz MD-

szerkezetek kisebb há nyádá bán (4,4%) is jelen ván). Ezek áz eredme nyek árrá utálnák, högy á 
böx H/ACA PSU enzim á szubsztrá tkö te s feszu lt geömetriá já t á gliközil kö te s gyengí te se re e s áz 

izömerizá ciö  elö segí te se re, válámint á szubsztrá tök felismere se re hászná ljá. 

 

A terme ká llápötu  wt/Ψ PSU kömplexben e s á mutá ns enzimek esete ben á bá zisök má sik irá nyu  

törzulá sá völt megfigyelhetö . Ezekben á rendszerekben áz D125-UN3 kápcsölát hiá nyá bán áz 

áktí v centrumhöz kö tö tt nukleötid szökátlánul fu ggö leges helyzetbe fördul. Ez á fu ggö leges 

helyzet e s áz N1-H1 u j H-kö te s dönör megjelene se á Ψ gyu ru n lehetö ve  teszi, högy á 

19. ábra. Ligandum-kötődést kísérő 

szerkezet-torzulás az MD szimulációk 

egyensúlyi sokaságaiban. a.) A bá zis-

gyu ru  örientá ciö já nák e s sí kjá nák 

törzulá sá á tánulmá nyözött 

rendszerekben. Vilá göske k sör á wt böx 

H/ACA PSU kömplex kiindulá si á llápötá rá, 

á náráncssá rgá á wt terme k-kömplexre 

vönátközik, á szu rke sörök pedig á 

kátálitikus helyen uridint tártálmázö  

(kiindulá si á llápötu ) háte könysá g-

csö kkentö  mutá ciö kát hördözö  

váriá nsökrá vönátközö  ádátökát 

tártálmázzá k. b.) A felsörölt rendszerek 

(tá blá záttál ázönös mö dön szí nezett) 

szerkezetei: áz egyensu lyi trájektö riá k 

leggyákrábbák elö fördulö  könförmá ciö i 

(legpöpulá ltább klászter 

kö ze pszerkezetei). 
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terme ká llápötu  kömplex pszeudö-

uridinje u j H-hí d kö te seket ke pezzen á 

diszkerin felsö  re giö já vál, ámely á 

Nöp10-el e s á Gár1-el is kömmuniká l, e s 

ámely á terme k felszábádulá sá nák 

elö segí te se e rt felelö s. Az áktí v helyen 

kö tö tt Ψ áz MD sökásá g szerkezeteinek 

tö bb mint 75%- á bán áz N1-H1 H-

kö te seket ke pez vágy á Y153 öldállá nc 

hidröxilcsöpörtjá vál, vágy á T224 

gerincöszlöp kárbönil öxige nje vel, u gy 

pözí ciöná lvá á gyu ru t, högy áz O2 (áz 

u jönnán ke pzö dö tt C1′-C5 kö te ssel szemben) ele rje áz I226 e s R227 gerinc ámid-csöpörtjáit. A 

kömplexek szá mí tött B-fáktöráinák ö sszehásönlí tá sá e kö lcsö nhátá sök vá rátlán kö vetkezme nye t 

tá rtá fel: á pszeudöuridin-kö tö tt rendszerben á diszkerin felsö  re giö já („fluktuá lö  döme n”: 150-

252 re giö ) e s á teljes Gár1 mölekulá mözge könyábbá  vá lik, mint bá rmely má s itt vizsgá lt 

rendszerben.  Az D125-UN3 kápcsölát elveszte se ö nmágá bán e re giö k könförmá ciö s 

heterögenitá sá nák enyhe nö vekede se hez vezet, áhögyán ázt á D125A/U, D125N/U e s E206K/U 

rendszerek esete ben lá ttuk, de á pszeudöuridin-kö tö tt förmá esete ben á hátá s jö vál jelentö sebb 

(21. á brá).  

 

21. ábra. A szimulációk során tapasztalt mozgékonyság-beli különbségek az egyes tanulmányozott rendszerek 

közt. a.) Aminösávánke nt ö sszegzett B-fáktörök á PSU kömplexek fehe rje-kömpönensei esete ben. b.) A 

legmözge könyább re giö : á diszkerin fluktuá lö  döme nje e s á Gár1 á ltál álkötött egyu ttes. 

A mintáve telezett könförmá ciö k á felsö  diszkerin re giö  ö sszehángölt billene se t í rjá k le. U gy tu nik 
tehá t, högy á pszeudöuridin gyu ru  lázá bb, fu ggö legesebb helyzetbe válö  elmözdulá sá egyszerre 

enyhí ti á könförmá ciö s feszu ltse get e s kí ná l u j kö lcsö nhátá si lehetö se geket á Ψ gyu ru n kiálákult 

N1-H1 H-kö te s dönörjá szá má rá. Ehhez ázönbán á „fluktuá lö  döme n” enyhe elmözdulá sá e s á 

„hidröfö b blökk” á tstrukturá lö dá sá szu kse ges. A terme k felszábádulá sá ezek szerint áká r u gy is 

20. ábra.  A hidrofób blokk és az aktív hely elrendeződése á 

reákciö  kiindulá si (a.) e s terme ká llápötá bán (b.). 
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tö rte nhet, högy á há trábillenö  re giö  „lehá mözzá” á hözzá  szörösán köördiná lö dött, Ψ-t 

tártálmázö  terme k RNS-t á veze rlö  snöRNS-rö l. 

Megvizsgá ltuk á veze rlö - e s á szubsztrá t/terme k RNS-ek e s á böx H/ACA PSU fehe rje-

kömpönenseinek kö lcsö nhátá sá t, högy feltá rjuk ezek – esetlegesen szekvenciá-specifikus – 

szerkezeti kö vetelme nyeit. (U gy tálá ltuk, högy ezek á kö lcsö nhátá sök minden vizsgá lt 

rendszerben kö zel ázönösák; eze rt áz itt bemutátött szá mök á leghösszább futá si idö vel 

rendelkezö  wt/Ψ kömplex szimulá ciö já bö l szá rmáznák). O sszesen ~ 52 H-kö te s jö n le tre á 

veze rlö  RNS e s á böx H/ACA PSU ku lö nbö zö  fehe rjekömpönensei kö zö tt, ezekben ázönbán 

leginká bb á veze rlö  RNS cukör-föszfá t gerince e rintett. Ebbö l ~ 20 H-kö te s szekvenciá-specifikus 

(nukleöbá zis--fehe rje tí pusu ), mí g á tö bbi á cukör-föszfá t gerinc e s á fehe rje átömjái kö zö tt jö n 

le tre. A bá zis-specifikus kö lcsö nhátá sök kö zu l ~8 áz ACA-mötí vum (e s kö rnyezete nek) á 

diszkerin PUA re giö já höz válö  köördiná ciö já t szölgá ljá, ~ 10 pedig á veze rlö  RNS hájtu  re giö já e s 

áz Nhp2 kö zö tt jö n le tre. I gy á RNS á ltál kiálákí tött pszeudöuridilá ciö s zseb e s áz enzim áktí v 

centrumá kö zö tt mindö ssze 2,5 ± 0,6 szekvenciá-specifikus kö lcsö nhátá st tálá lhátö . Ez utö bbi H-

hí d kö te sek á diszkerinE104, diszkerinK144 e s diszkerinQ147 hösszu , rugálmás öldállá ncáihöz 

kápcsölö dnák, ámelyek nem tá másztánák szigöru  szekvenciá 

kö vetelme nyt á veze rlö  RNS szá llál szemben, nem u gy, mint 

pe ldá ul áz ACA-mötí vum felismere se t e s kö tö de se t irá nytö  H-

hí d kö te sek, melyeknek tö bb mint fele ben á fehe rje fö lá nc 

átömjái, ázáz á PSU gerinc-szerkezet mágá vesz re szt. A 

szubsztrá t/terme k RNS e s á fehe rje kömpönensek kö zö tt 

egyá ltálá n nem tálá ltunk bá zis-specifikus kö lcsö nhátá sökát. A 

szubsztrá t e s á diszkerin kö zö tt (á diszkerin á PSU kömplex 

egyetlen ölyán tágjá, ámivel á szubsztrá t/terme k RNS kö lcsö n 
hát) kiálákulö  ~ 16 H-hí d kö te s kö zel 80%-á cukör-föszfá t 

gerinc e s á fehe rje kö zö tt jö n le tre; áz izömerizá lándö  uridin 

áz egyetlen nukleöbá zis, ámely bá zis-specifikus kö lcsö nhátá st 

álákí t ki á fehe rjemá trixszál. Ezek áz eredme nyek egyu ttesen 

ázt sugálljá k, högy ázök á veze rlö  snöRNS-ek, ámelyek 

ke pesek á töpölö giá t fenntártvá igázödni á böx H/ACA PSU enzimhez, e s á diszkerin-PUA e s 

Nhp2 döme nekhez válö  kö tö de su kö n keresztu l áktivá lni ázt, meglehetö sen szábádön váriá lhátö k 

á pszeudöuridilá ciö s zseb re giö já bán (23. á brá). Ez ázt jelenti, högy á pszeudöuridilá ciö  á 

legku lö nbö zö bb RNS szubsztrá tökbán kivá lthátö  á böx H/ACA PSU áppárá tus segí tse ge vel. Eze rt 

ebben á munká nkbán felvetettu k, högy á böx H/ACA PSU áz RNS-szerkeszte s ideá lis eszkö ze 

lehet, mely gyö gyá száti álkálmázhátö sá gá t is elö revetí ti: mRNS-ek pszeudöuridilá ciö já ugyánis 

álternátí v áminösávák bee pí te se t e s á körái stöp-kö dönök (PTC-k) á tölvásá sá t 

eredme nyezheti64,65. Mivel á pátöge n humá n mutá ciö k jelentö s re sze (~11%) á PTC-knek 

tulájdöní thátö , á ce lzött pszeudöuridilá ciö  klinikáilág relevá ns stráte giá t kí ná lhát e mutá ciö k 

körrekciö já rá. Az endöge n böx H/ACA PSU rendszerre tá mászködvá csák á megfelelö  veze rlö  

snöRNS-eket kell elö á llí táni e s szá llí táni. A bejuttátá s á mikröRNS-terá piá khöz nemre giben 

kifejlesztett mö dszerekkel megválö sí thátö  e s minimá lis immunögenitá st ököz66,67.  Azö tá ke t 

csöpört re szletesebben is feltá rtá ezt á lehetö se get, de mindke t esetben árrá jutötták, högy á 

hátá s nágyön köntextusfu ggö  e s viszönylág gyenge68, 69.  Ez ázönbán csupá n ázt jelenti, högy 

kicsit má s u tön kell májd áz induká lt pszeudöruidilá ciö  terápeutikus felhászná lá sá t 

megkö zelí teni. 

A PSU kátálitikus reákciö já nák mechánizmusá t is vizsgá ltuk. A pszeudöuridilá ciö s reákciö  elsö  

le pe se á gliközidös C1′-N1 kö te s felhásádá sá, ezt kö veti á szábáddá  vá lt bá zis elfördulá sá e s áz u j 

C1′-C5 kö te s kiálákí tá sá. A reákciö  förmá lis leí rá sá t egy prötöná tádá si reákciö  zá rjá.  A 

23. ábra. A vezérlő RNS szál két 

szekvencia-specifikus „horgony”-

régiója: á diszkerin PUA döme n 

(zö ld) e s áz Nhp2 fehe rje (ke k). 
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reákciö mechánizmus re szletes vizsgá látá t kis mödellrendszereken ve gzett egyszeru  

su ru se gfunkciöná l szá mí tá sökkál (QM) kezdtu k, e s megmutáttuk, högy á bá zis lehásádá sá vágy 

megelö zi á C2′ deprötöná lö dá st, vágy teljesen deprötöná lö dá si le pe s ne lku l zájlik. A szá mí tá sök 

álápjá n kizá rhátö ák völták á körá bbán jávásölt Micháel-áddí ciö s e s ácilá lá si mechánizmusök. Az 

irödálömbán jávásölt szá mös mechánizmus kö zu l ve gu l á gliká l mechánizmusrá fö kuszá ltunk, 

mert ezt kí se rleti eredme nyek is álá tá másztöttá k, á TruB e s RluA PSU enzimek esete ben: 

kinetikus izötö p-effektus me re seket ve geztek á fiziölö giá s szubsztrá t jelenle te ben e s egy ölyán 

mechánizmust jávásölták mely szerint á ribö z gliközidös kö te se nek felszákádá sá e s á C2′ átöm 

sebesse g-meghátá rözö  deprötöná lö dá sá egy gliká l intermedier kiálákulá sá höz vezet70. A gliká l 

intermedier pláná ris jellege miátt á cukör C1′-C2′ kö zö tti kettö s kö te se mindke t öldálrö l 

tá mádhátö : ennek sze p illusztrá ciö já, högy TruB / 5-fluörö-uridin kömplex 

kristá lyszerkezetekben á fö  ribö- terme k mellett árábinö-sztereöke miá ju  melle kterme k is 

megjelenik. A fiziölö giá s U szubsztrá t esete ben ázönbán csák á ribö terme k ke pzö dik, ámi árrá 

utál, högy á fluör-szubsztituens jelenle te álápvetö en megvá ltöztáthátjá á reákciö mechánizmust.  

A kis mödellrendszeren ve gzett QM szá mí tá sök tehá t á gliká l mechánizmust válö szí nu sí tette k, 

ázönbán á mechánizmus re szleteinek felderí te se csák á teljes rendszer figyelembeve tele vel völt 

válö szeru ve  e s relevá nssá  tehetö .  Eze rt á vá zölt reákciö u t mente n, klásszikus MD szimulá ciö kkál 

generá lt kiindulá si mödelleket felhászná lvá, QM/MM mölekuládinámikái szimulá ciö kkál 

kö vettu k ve gig á reákciö t, ku lö nö sen ánnák elsö  mözzánátáirá fö kuszá lvá. Mölekuládinámikái 

szimulá ciö kát föközött mintáve teli mö dszerekkel e s hibrid QM/MM pötenciá l álápu  

mö dszerekkel má r 2000es e vek eleje ö tá sikeresen álkálmáznák á DNS-t e s RNS-t tártálmázö  

kömplex rendszerek tánulmá nyözá sá rá, de egy ölyán nágy rendszer mödelleze se, mint á teljes 

H/ACA PSU, me g má is kihí vá st jelent.  A QM re giö  á szubsztrá t uridint, á szömsze dös nukleötid 

föszfá tcsöpörtjá vál, áz D125 öldállá ncá t, egy ví zmölekulá t e s áz ázt köördiná lö  Y153 öldállá ncá t 
fögláltá mágá bá. A QM, válámint á QM/MM metádinámiká e s esernyö -mintáve teleze si 

szá mí tá sökát Dr. Kiss Dö rá Judit ve gezte, tövá bbi szerzö tá rsáim e s jö mágám á mödell-álkötá sbán 

e s áz eredme nyek kie rte kele se ben vettu nk re szt. A szimulá ciö k sörá n egy ölyán mechánizmus 

rájzölö dött ki, melynek elsö  – bá zis-disszöciá ciö s - le pe se egy ölyán elrendezö de shez vezet, 

ámelyben á bá zis á cukörrö l válö  lehásádá sá vál egy idö ben el is fördul, me ghözzá  u gy, högy á C5 

átömjá keru l á cukör C1’ átömjá nák kö zele be. A visszákö tö de s e s á C1’-C5 kö te s kiálákulá sá 

ebbö l á seke ly szábádenergiá-minimumbö l kiindulvá nágyön kis energiágá tön válö  á tkele st 

kö vetel csák meg. A QM/MM metödölö giá t álkálmázvá is ázt tálá ltuk, högy mí g á wt rendszer 

esete ben á kiindulá si kömplexben áz U feszu lt könförmá ciö bán e kelö dö tt á diszkerin áktí v 

zsebe be, á vizsgá lt ináktí v mutá ns enzimek (diszkerinD125A, diszkerinD125N e s diszkerinE206K) 

egyike ben sem völt ez megfigyelhetö , sem pedig á Ψ-t tártálmázö  terme ká llápötu  kömplexben. A 

bá zis-disszöciá ciö  á wt kömplexben 14 kcál/möl-ös gá t mellett zájlik. Ezzel szemben á vizsgá lt 

mutá ciö k nágyön megnö velik ennek á le pe snek á gá t-mágássá gá t, ámi ezeknek á rendszereknek 

esete ben válö szí nu tlenne  teszi á reákciö t, ö sszhángbán kí se rletileg megfigyelt ináktivitá sukkál 

(24. á brá). Az eredme nyek árrá utálnák, högy áz böx H/ACA PSU enzim á szubsztrá tkö te si 

könförmá ciö  törzí tá sá vál destábilizá ljá á kiindulá si á llápötöt, í gy kö nnyí tve meg á C1′-N1 kö te s 

felhásádá sá t.  A bá zis visszákö tö de se t kö vetö  táutömerizá ciö rá vönátközö án mágás energiágá ttál 

rendelkezö  reákciö -utákát tálá ltuk csák, ámikör ázt áz áktí v helyen belu l mödelleztu k. Ez á 

te rben körlá tözött kö tö zsebnek tulájdöní thátö , áhöl á ví zmölekulá kkál kiálákí tött e s á bá zis C5 e s 

N1 átömjái kö zö tti prötöná tvitelhez szu kse ges prötön-tövá bbí tá si lá ncölát nem tud kö nnyen 

ö sszerendezö dni. Ennek á megfigyele snek álápjá n árrá á kö vetkeztete sre jutöttunk, högy egy 

nyitöttább, á ví z szá má rá jö vál hözzá fe rhetö bb áktí v hely szu kse ges e le pe s megkö nnyí te se hez. 

Eze rt á mechánizmus utölsö  le pe seit mödellszá mí tá sökkál vizsgá ltuk á ví zben szölvátá lt QM 

re giö rá. Aze rt vá lásztöttuk ezt á megkö zelí te st, mert nem sikeru lt á QM/MM kö rnyezetben 

megbí zhátö án mödellezni egy ölyán re szben nyitött fehe rje-könförmá ciö t, áhöl elegendö  hely á llt 
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völná rendelkeze sre á prötöná tvitelhez. A táutömerizá ciö s fölyámátrá í gy szá mí tött energiápröfil 

tehá t egy sze lsö e rte k.  A szábádenergiá-szimulá ciö k feltá rtá k, högy á C5-H ví z á ltáli 

deprötöná lö dá sá megelö zi áz N1 prötöná lö dá sá t. Az elsö  le pe s tehá t egy deprötöná lt bá zist e s 

egy lábilis H3O+ speciest tártálmázö  á llápöthöz vezethet. Az esernyö -mintáve teleze s 18,9 

kcál/möl-s gá tát jö sölt ehhez á le pe shez.  Ez á szinte n nágyön mágás e rte k á tö lte sek mözgá sá 

miátt drásztikusán megvá ltözött elektrösztátikus kö rnyezettel hözhátö  ö sszefu gge sbe. Innen á 

terme ká llápöt - gyákörlátilág ákádá ly ne lku l - e rhetö  el.  A teljes reákciö  á vá ráközá söknák 

megfelelö en exergönikus, e s á teljes szábád energiá nyerese g kö zel 9 kcál/möl. Az eredme nyek 

tehá t álá tá másztöttá k ázt áz elke pzele su nket, högy á terme kke pzö de st á kömplex szerkezete nek 

fellázulá sá – vágy felnyí lá sá - kí se ri, ámi tá gásább kö tö zsebet eredme nyez á kátálitikus fölyámát 

utölsö  le pe seihez e s elö ke szí ti á terme k kile pe se t áz áktí v helyrö l (24. á brá).  

 

24. ábra. a.) A mechánizmus elsö  fele nek (bá zis-disszöciá ciö , á tfördulá s e s visszákö te s) kritikus pöntjái e s b.) áz 

á tálákulá st leí rö  energiápröfil (ázönös se má szerint szí nezve). c.) A teljes mechánizmus á ltálunk jávásölt le pe sei. 

A pszeudöuridiná z ribönuleö-prötein kömplexszel kápcsölátös szá mí tá sáink elsö  fele ben 

megmutáttuk, högy áz diszkerin/Nöp10 hátá rfelu leten megjelenö  betegse g-öközö  mutá ciö k áz 

enzim áktí v helye n szerkezeti vá ltözá sökát induká lnák, ezá ltál csö kkentik ánnák 

pszeudöuridilá ciö s háte könysá gá t, ámely á riböszö má tö ke letlen ö sszeszerelö de se t e s hibá s 

mu kö de se t vönhátjá mágá utá n.   Szerkezeti elemze su nk e s reákciö mechánizmus-szá mí tá sáink 

ázt mutátjá k, högy áz U → Ψ á tálákulá s kulcsle pe se áz izömerizá lándö  uridin pözí ciöná lá sá áz 

enzimkömplexum zsu fölt kátálitikus zsebe ben, högy á reákciö t iniciálizá lö  könförmá ciö s 

feszu ltse g kiálákulhássön. Ennek ele re se e rdeke ben á veze rlö  e s á szubsztrá t RNS kö zö tt szörös 

kö tö de s kell, högy kiálákuljön, á szubsztrá t felismere s ázönbán á kö zpönti ~ 12 bá zis-pá r 

hösszu sá gu  szákászrá körlá tözö dik. I gy, bá r me g sök á tisztá zándö  re szlet, eredme nyeink á böx 

H/ACA PSU-k eddig kiákná zátlán terá piá s pötenciá ljá rá is rá irá nyí tjá k á figyelmet.  

               dmenyhard_394_25



 
39 

 

 

3.3 Onkogén mutációk hatása a K-Ras szerkezetére és dinamikájára S9-S12 

  A Werner H. Kristenrö l elnevezett Kirsten Rás (K-Rás) áz egyik leggyákrábbán mutá lö dö  

önköprötein: áz emberi rá kös megbetegede sek ~15%-á bán megjelenö  mutá ciö i gyákrán kí se rik 

vástágbe l-, hásnyá lmirigy- e s tu dö rá k kiálákulá sá t71. Mölekulá ris kápcsölö ke nt mu kö dik, ámely á 

sejtnö vekede ssel e s á pröliferá ciö vál kápcsölátös u tvönálákát szábá lyözzá. A K-Rás á membrá n 

lökálizá lt kis GTPá zök Rás álcsálá djá nák tágjá, tö bbek kö zö tt á H-Rás e s áz N-Rás fehe rje kkel 

egyu tt. A Rás-ök egyu ttesen á rá kös megbetegede sek kö zel 20%-á e rt felelö sek. A Rás-ök 

fele pí te se egyse ges; egy guánözin nukleötid-kö tö  kátálitikus döme nt (vágy G-döme nt) e s egy 

rö vid hiperváriá bilis re giö t (HVR) tártálmáznák. A G-döme n egy Rössmánn-föld szerkezet, ámely 

tövá bbi ke t jö l elku lö nu lö  re szre öszlik: áz effektör e s áz állöszterikus re giö krá. Az effektör re giö  

kömmuniká l á döwnstreám pártnerekkel, mí g áz állöszterikus re giö  á membrá n fele  nyu lik, e s á 

membrá nhöz kápcsölö dö  HVR szegmensben ve gzö dik, ámely á Rás fehe rje t á membrá nhöz 

hörgönyözzá prenilá ciö t (vágy fárnezilá ciö t, pálmitöilá ciö t) kö vetö en (25. á brá).  Az egyes Rás-

fehe rje k kö zti ku lö nbse gek leginká bb á HVR-ben tálá lhátö k (á K-Rás4A, K-Rás4B, H-Rás e s N-Rás 

HVR szekvenciá hásönlö sá gá ~8%, mí g áz effektör re giö k teljesen ázönösák). 

25. ábra. A K-Ras G-domén felépítése és tagozódása 

Az effektör re giö bán tálá lhátö  effektör- e s nukleötidkö tö  helyek re szben á tfednek, á switch I-nek 

(I. kápcsölö nák) nevezett hurök ellente tes öldáláin helyezkednek el. A nukleötid 

köördiná lá sá bán á föszfá tkö tö  P-hurök e s egy tövá bbi kápcsölö -hurök, á switch II, vesz me g 

re szt, válámint áz állöszte rikus re giö  nukleöbá zis-kö tö  hurkái. I gy á rö vid e s meglehetö sen 

merev P-hurköt leszá mí tvá áz enzim kátálitikus helye t elsö sörbán rugálmás szegmensek 

álkötjá k, ámelyek - á nukleötiddál válö  kö zö s ásszöciá ciö juk re ve n - áz egyes re giö k kö zö tti 

kápcsölátöt is megteremtik. A P-hurök egy má sik szempöntbö l is igen jelentö s: á K-Rás önköge n 

mutá ciö inák tö bb mint 80%-á ennek á szegmensnek á G12 pözí ciö já bán fördul elö , áhöl á há röm 

legföntösább mutá ciö  á G12C, á G12D e s á G12V (áz ö sszes betegse göközö  G12 mutá ciö  16%-á, 

40%-á e s 26%-á)S10.   
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26. ábra. A Ras katalízis szempontjából jelentős állapotai. a.) A kátálitikus ciklus. b.) Az önköge n mutá ciö k 

megákádá lyözzá k á GAP kö tö de se t e s í gy áz áktivá lt á llápötbá „fágyásztjá k” á kátálitikus ciklust. 

A Rás-fehe rje k á receptör-tirözin-kiná z jelá tviteli u tvönálákhöz rendelt mölekulá ris kápcsölö  

funkciö jukát GDP-kö tö tt ináktí v e s á GTP-kö tö tt áktí v á llápöt kö zö tt vá ltáközvá tö ltik be.  A GTP- 

kö tö tt áktí v förmá bán szá mös effektör mölekulá vál, kö ztu k á Ráf, PI3K, Tiám1, RálGDS e s PLCk-

kel le pnek kö lcsö nhátá sbá. Bá r á Rás-fehe rje k rendelkeznek mind belsö  nukleötidcsere-

kápácitá ssál, mind pedig GTPá z-áktivitá ssál, egyik funkciö jukbán sem háte könyák, eze rt á Rás-

ciklust guánin-nukleötidcsere-fáktörök (GEF-ek) e s GTPá z-áktivá lö  fehe rje k (GAP-ök) segí tik e s 

mödulá ljá k. A GEF-fehe rje k, mint pe ldá ul áz SOS, elö segí tik á GDP GTP-re tö rte nö  csere je t, ámi á 

Rás áktivá lö dá sá t eredme nyezi. A GAP-ök á Rás-fehe rje ket á GTP-hidrölí zis sebesse ge nek 

jelentö s föközá sá vál ináktivá ljá k (26. á brá). A Rás önköge n mutá ciö i nem ököznák jelentö s 

szerkezeti vá ltözá st, de gá töljá k á GAP-ökkál válö  kö lcsö nhátá st (26b. e s 27. á brá k), e s gyákrán 

áz ö ná llö  (intrinzikus) GTP-hidrölí zis háte könysá gá nák csö kkene se t is öközzá k, 

meghösszábbí tvá áz áktí v Rás förmá e lettártámá t – ázáz megákádá lyözzá k pe ldá ul á nö vekede si 

jel kikápcsölö dá sá t, ámi í gy pröliferá ciö höz vezetS10.  

A Rás-ök funkciö  szempöntjá bö l jelentö s pártnerei tehá t fehe rje k, kö lcsö nhátá sáikát - á 
nágyszá mu  Rás kristá lyszerkezet e s NMR vizsgá lát tánu sá gá szerint - leginká bb á kápcsölö - vágy 

switch-hurkök álákí tjá k, belsö  szerkezetu k á kátálí zis sörá n nem vá ltözik le nyegesen.  Ez ázt 

jelenti, högy á Rás fehe rje k áktí v helyei válö já bán kiterjedt, seke ly e s fluktuá lö  fehe rje-fehe rje 

kö lcsö nhátá si (PPI: Prötein-Prötein Interáctiön) felszí nek, melyek me g áz önköge n mutá ciö k 

hátá sá rá sem vá ltöznák meg jö l kárákterizá lhátö  mö dön: í gy gyö gyszerterveze si szempöntbö l 

igen nágy kihí vá st jelentenek á Rás ce lpöntök. Eze rt is nágyön föntös, högy szerkezetu ket, 

dinámikái sájá tsá gáikát, tránziensen megjelenö  á tmeneti á llápötáikát mine l tö bb 

megkö zelí te sben e s vá ltözátös mö dszerekkel vizsgá ljuk, mert csák í gy lehet reme ny árrá, högy 

ölyán mutá ciö -szenzití v viselkede st, vágy pötenciá lis kö tö helyeket fedezu nk fel, melyek 

specifikus e s háte köny gyö gyszermölekulá k terveze se hez vezethetnek.  Jelenleg á gyö gyá száti 
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27. ábra. A GAP (GTPáz-aktiváló fehérje) funkciója.  Az R789GAP öldállá ncöt (szu rke övá lis) áz Rás áktí v hely 

kö zvetlen kö zele be pözí ciöná lvá á GAP elektrösztátikus stábilizá ciö t szölgá ltát á GTP hidrölí zise hez.  A szömsze dös P-

hurök 12-es pözí ciö já bán megjelenö  (á wt glicinne l felte tlenu l nágyöbb te rige nyu ) öldállá ncök ezt á szörös Rás/GAP 

illeszkede st gá töljá k e s í gy lássí tjá k áz ináktivá lö dá st.  Az á brá lá thátö  mödell áz 1wq172 kristá lyszerkezet álápjá n 

ke szu lt, áhöl á GTP-t (högy ánnák hidrölí zise t elkeru lje k, de á helyige nye t e s elektrösztátikus pötenciá ljá t 

repröduká ljá k) á GDP-AlF3 pá rössál helyettesí tette k. 

 gyákörlátbán csák ölyán K-Rás gyö gyszerek szerepelnek, melyek á G12C váriá ns C12 

áminösává höz kápcsölö dnák köválensen (ádágrásib73 e s sötörásib74), ezekrö l ázönbán sájnös 

kideru lt, högy álkálmázá suk rezisztenciá-mutá ciö k megjelene se hez vezet, e s í gy nágyön hámár 
elvesztik háte könysá gukát75; álkálmázá suk má s terá piá kkál kömbiná ciö bán (fárnezilgá tlö k, vágy 

á föszförilá ciö t szábá lyzö  enzimeket gá tlö  szerek) lehet tálá n májd hátá sös76.   

K-Rás-ál kápcsölátös elsö  vizsgá látáink sörá n á GDP-kö tö tt nyugálmi (vágy ináktí v) á llápöt e s á 

GTP-kö tö tt áktivá lt förmá kö zti ku lö nbse gek jöbb mege rte se re fö kuszá ltunk, á wt e s á 

leggyákrábbán elö fördulö  G12C e s G12D váriá nsök esete ben, ámelyek ku lö nbö zö ke ppen 

befölyá söljá k á belsö  hidrölí zis sebesse ge t: mí g á G12C csák me rse kelten, á G12D su lyösán 

körlá tözzá á GTP hidrölí zist.  I gy ennek á há röm rendszernek áz ö sszevete se ideá lis 

keretrendszert szölgá ltátött áz ináktivá lö dá s mechánizmusá nák vizsgá látá höz e s áz ázt 

befölyá sölö  szerkezeti te nyezö k ázönösí tá sá höz.  

A Rás áktivá ciö /ináktivá ciö  szerkezeti elemze se kö zismerten nehe z. A rendelkeze sre á llö  

nágyszá mu  rö ntgenszerkezet e s áz álápös NMR-vizsgá látök ellene re á switch re giö kbán 

ve gbemenö  könförmá ciö s á trendezö de sek e rtelmeze se t tö bb te nyezö  is nehezí ti. Egyre szt á 

kristá lyszerkezetek nem nyu jtánák ezekrö l á re giö krö l egye rtelmu  ke pet, mivel á flexibilis switch 

I e s switch II szegmensek gyákrán kristá lyköntáktusök á ltál förmá lták e s á kristá lyön belu l 
körlá tözött mözge könysá gu ák, vágy, há nincsenek ilyen köntáktusök, egyszeru en hiá nyöznák áz 

elektrönsu ru se g-te rke pekrö l (28. á brá). A GTP-kö tö tt áktí v förmá rá vönátközö  ádátgyu jte st á 

nukleötid hidrölí zise bönyölí tjá. Ennek elkeru le se e rdeke ben á legtö bb esetben GTP-ánálö gökát 

hászná lnák á kí se rletek sörá n, de ezek má ske pp viselkednek, mint mágá á GTP77.  A Rás-GTP 

kömplexek NMR-álápu  szerkezeti jellemze se t á switch re giö k flexibilitá sá bö l eredö  kö zepes 

idö ská lá ju  mözgá sökhöz kö thetö  NMR-jelkisze lesede s nehezí ti, ámely pönt á lege rdekesebb 

re giö khöz tártözö  jelek kisze lesede se hez vágy elveszte se hez vezethet. I gy tövá bbrá is nyitött 

ke rde s, högy milyen könförmá ciö -vá ltözá sök hözzá k le tre áz áktivá lö dá st, áz áktivá lt á llápöt mely 

jellemzö it ismerik fel á döwnstreám pártnerek e s melyek áz ináktivá lá s könförmá ciö s 

krite riumái. 
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28. ábra. Ras enzimek kristályszerkezeteinek összevetése. A switch re giö k szerkezeti sökszí nu se ge á GDP- illetve 

GTP(ánálö g)-kö tö tt á llápötökbán. 

Mi NMR me re sekkel szerettu k völná á K-Rás váriá nsök dinámikái sájá tsá gáit tánulmá nyözni e s 

ehhez á fiziölö giá s GTP ligándumöt terveztu k hászná lni (tövá bbi fehe rjepártnerek hözzá ádá sá t is 

elkeru lve) – áz NMR me re seket Pá lfy Gyulá (ELTE) ve gezte e s e rte kelte ki. A mintá khöz EDTA-t 

ádtunk, májd pufferöldáttál hí gí töttuk ö ket e s ezutá n ádtunk GTP-t e s Mg2+-t hözzá juk. Az 

áktivá lt Rás nukleötid-kö tö  zsebe á GTP-re öptimá lt, eze rt ázt jelentö sen háte könyábbán is kö ti, 

mint áká r á GDP-t, áká r á nem-hidrölizá lhátö  GTP-ánálö gökát, í gy áz EDTA hözzá ádá sá vál 

iniciálizá lt nukleötid-destábilizá ciö t kö vetö en GTP-t álkálmázvá teljesse  vá lhát á nukleötidcsere 

e s hömöge n mintá á ll elö .   

Elö szö r á K-Rás wt, G12C e s G12D váriá nsök GDP kömplexe nek (stábil e s körá bbán má r 

meghátá rözött e s hözzá rendelt) 1H,15N-HSQC spektrumá t rö gzí tettu k (GDP-jelke szletet). A ~ 20-

szörös feleslegu  GTP hözzá ádá sákör á GDP-jelke szlet mellett egy u j mintá zát (K-Rás/GTP: GTP-

jelke szlet) megjelene se t detektá ltuk.  A mintá kát 3 nápig inkubá lvá májd u jrá megme rve áz 

eredeti, GDP-jelke szlettel jellemezhetö , hömöge n á llápötöt káptuk visszá, ámi igázöltá á K-Rás-

höz kö tö tt GTP GDP-ve  tö rte nö  hidrölí zise t á K-Rás ö ná llö  GTPá z áktivitá sá n keresztu l. 

NMR-dinámikái me re seket is ve geztu nk; áz ezekhez hászná lt mintá khöz Mg2+ mellett igen nágy 

(~100-szörös) feleslegben ádágöltunk GTP-t.  Az ekkör me rt 1H,15N-HSQC spektrumök csák á 

GTP-jelke szletet tártálmáztá k e s 3-4 nápig stábilák márádták.  Ezzel á mö dszerrel á nem-prölin 

jelek ~80%-á t ázönösí táni tudtuk mindhá röm rendszer esete ben, ámely áz eddigi legteljesebb 

jellemze se t szölgá ltáttá á GTP-kö tö tt förmá nák.  A K-RásG12C/GTP esete ben pe ldá ul, á P-hurök e s 

á switch I eddig nem e szlelt jeleit (G10, C12, G13, K16, I21, V29, Y32, T35, S39, Y40, R41) tudtuk 

ázönösí táni, bá r ne há ny esetben á rezönánciá me g mindig tu l sze les völt áhhöz, högy áz 

öldállá ncök ke miái kö rnyezete rö l införmá ciö t nyerju nk. A K-Rás GTP-hez kö tö tt förmá já nák 
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rezönánciá-hözzá rendele se t tövá bb bönyölí tjá, högy ázt válö já bán ke t förmá – 1. e s á 2. á llápöt 

(státe 1 e s státe 2)- könförmá ciö s egyensu lyá ke pezi. A ke t förmá kö zö tti fö  ku lö nbse g á switch I 

re giö bán jelentkezik, ámely áz 1. á llápötbán levá lik áz áktí v centrumrö l, egy GTP-kö tö tt, de 

ináktí v könförmert eredme nyezve.  A kö zelmu ltbán megmutáttá k, högy áz 1. e s á 2. á llápöt 

relátí v pöpulá ciö já mutá ciö -e rze keny, pe ldá ul áz önköge n G12D mutá ciö  áz egyensu lyt áz áktivá lt 

2. á llápöt fele  töljá el74. A ke t á llápöt kö zö tt zájlö  lássu  csere á mi 1H,15N-HSQC spektrumáinkbán 

ne há ny álácsöny intenzitá su  ázönösí tátlán csu cs förmá já bán jelentkezett. A GTP-hez kö tö tt 

förmá kkál ellente tben á GDP-hez kö tö tt á llápötök 1H,15N-HSQC spektrumá bán nem tápásztáltunk 

su lyös vönálkisze lesede st, ámi mindhá röm vá ltözát esete ben lehetö ve  tette á nem-prölin-

áminösávák 98-99%-á nák jelhözzá rendele se t. 

A spektrá lis su ru se gfu ggve nyek ánálí zise e s hetNOE me re sek eredme nyei álápjá n árrá á 

kö vetkeztete sre jutöttunk, högy á K-Rás fehe rje k györs mözgá st ve gzö  (ns-ps idö ská lá), 

kiemelten flexibilis re giö i á switch II (60-65), 104-111 e s 122-125 szegmensek mind á GDP- 

mind á GTP-kö tö tt förmá esete n, e s ezen á mintá zátön áz önköge n mutá ciö k megjelene se sem 

vá ltöztátött. Egy hátá rözött elte re st tálá ltunk áz ináktí v e s áz áktivá lt kömplexek kö zt, ez pedig á 

switch I kö zepe n tálá lhátö  Y32 áminösáv mözge könysá gá bán mutátközött.  A GDP-kömplex 

esete ben áz Y32 á kö rnyezö  áminösávákná l e s áz á tlágná l is jelentö sen mözge könyább, mí g á 

GTP-kö tö tt á llápöt esete ben pönt áz ellenkezö  tápásztálhátö  (29. á brá). 

 

A Y32 öldállá nc hátá sá nák tisztá zá sá rá le trehöztunk egy kettö s mutá ns rendszert, á G12C/Y32F 

váriá nst e s ö sszehásönlí töttuk á ke miái eltölö dá sáit (1H,15N-HSQC spektrumök) á G12C 

rendszere vel, mind GDP-, mind GTP-kö tö tt á llápötbán. A GDP-hez kö tö tt förmá esete ben áz Y32F 

csere löká lis vá ltözá sökát öközött csupá n, á ke miái eltölö dá s e rte kek kevesebb, mint 20%-á 

vá ltözött meg, mí g á GTP-kömplex esete ben á jelek 50%-á mözdult el eredeti pözí ciö já bö l e s 

ezekben á vá ltözá sökbán á switch I-tö l tá völ esö , á K-Rás ellente tes öldálá n lehelyezkedö  

áminösávák is e rintettek völták.  Ez árrá utál, högy áz Y32 hidröxil csöpörtjá föntös szerepet tö lt 

be á GTP-kö tö tt áktí v förmá stábilizá lá sá bán. Hásönlö  kö vetkeztete sre jutötták Buhrmán e s 

munkátá rsái á wt H-Rás esete ben, áhöl áz Y32F mutá ciö  tö bb mint 2-szeres csö kkene st 

29. ábra. A K-Ras wt, G12C és 

G12D variánsok NMR 

mérésekből és az MD 

szimulációkból származta-

tott mozgékonyságának 

összevetése. Pirössál á switch 

re giö kát jelö ltem. A me re sek 

(felsö  ke t sör), e s á szá mí tá sök 

(álsö  pánelek) hásönlö  

mözge könysá g-mintá zátöt 

mutátták mind á GDP-, mind 

pedig á GTP-kömplexek ese-

te ben. A fekete pöntökkál jelö lt 

ádátsörök á wt, á pirös á G12C, 

á ke k á G12D K-Rás rendsze-

rekre vönátköznák. 
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eredme nyezett á GTP hidrölí zis sebesse ge ben - í gy á kátálitikusán kömpetens förmá 

destábilizá ciö já höz vezetett. Nem-hidrölizá lhátö  GTP ánálö g (GppNHp) jelenle te ben 

kristá lyösí tött kömplexben áz Y32F váriá ns F32 öldállá ncá á switch I hurök belseje fele  mutát, áz 

1. ináktí v á llápötrá vágy á GDP-kö tö tt á llápötrá emle keztetö  könförmá ciö bán, mí g á wt H-Rás 

esete ben áz Y32 á switch I ellente tes öldálá n á GTP-ánálö g terminá lis -föszfá tjá kö zele be 

rendezö dik79. 

Az Y32 á Rás-fehe rje k áktí v, GTP- kö tö tt förmá ibán felvett könförmá ciö já vál kápcsölátbán keve s 

kí se rleti införmá ciö  á ll rendelkeze sre, mert á GTP hidrölí zise áz áktivá lt förmá elemze se t 

ellehetetlení ti. A H-Rás/GTP kömplex kristá lyszerkezete t egy huszönö t e vvel ezelö tt megjelent 

elegá ns tánulmá ny í rtá le elsö ke nt.  A szerzö k egy csápdá zött GTP-szá rmáze köt (R-1-(2-

nitröfenil)-etil-GTP-e szter) hászná lták, ámelybö l besugá rzá ssál szábádí töttá k fel á GTP-t á 

kristá lyrá csön belu l. Ez á szerkezet ázönbán egy sájá tös ártefáktum miátt me gsem tisztá ztá á 

Y32 áktí v, öldátfá zisu  könförmá ciö já t. A kristá lybán minden egyes Y32 á nukleötidkö tö  hely fele  

fördul, de nem á sájá t, hánem á kristá ly-pákölö dá s á ltál á kö zele be helyezett szömsze dös 

mönömer GTP mölekulá já nák -föszfá tjá höz köördiná lö dik, szörös H-hí d kö lcsö nhátá st álákí tvá 

ki ánnák O1G átömjá vál (2,7 A  dönör-ákceptör átömtá völsá g mellett)80. A kö zelmu ltbán á K-Rás 

GTP-hez kö tö tt förmá já t is tánulmá nyöztá k egy á tfögö  vizsgá látá bán, mind wt, mind mutá ns 

vá ltözátökát hászná lvá, GTP illetve ku lö nbö zö  nem-hidrölizá lhátö  GTP ánálö gök felhászná lá sá vál.  

Ezekben á kí se rletekben á GTP-t (vágy ánálö gjá t) á GDP-kö tö tt K-Rás elö re kiálákí tött 
kristá lyáibá diffundá ltáttá k be. Ez á megkö zelí te s ázönbán nem gárántá ljá á teljes 

nukleötidcsere t. Ennek megfelelö en á szerkezetek inká bb á GDP-hez kö tö tt förmá bö l á GTP-hez 

kö tö tt förmá bá válö  á tmenetet tu krö zik, mintsem á ve gsö  stábilizá lt áktivá lt á llápötöt. A switch I 

e s á switch II is destábilizá lö dött e s nágyön rösszul lá tszö dött elektrönsu ru se gi te rke peken. Az 

Y32 könförmá ciö já á nukleötidcsere hátá sá rá nem vá ltözött, ázönbán (relátí v) B-fáktöráinák 

kö zel 2-szeres nö vekede se ázt jelzi, högy á nukleötidkö tö  helytö l tá völi pözí ciö já – má r áká r 

re szleges nukleötidcsere mellett is - destábilizá lö dik81. A GTP-kö tö tt á llápötrá vönátközö  ö sszes 

kí se rleti u tön meghátá rözött szerkezetet á ttekintve áz Y32-t há röm ku lö nbö zö  pözí ciö bán 

tálá ljuk: i) á switch I hurökbán márád rö gzí tve, elsö sörbán á Y40-el kö lcsö nhátá sbán (GDP-

kömplex-szeru  á llápöt), ii) errö l á helyrö l á GTP -föszfá tjá nák kö zele be fördul, de áz öldö szer 

fele  mutát, vágy iii) hidröxilcsöpörtjá kö zvetlen H-kö te st ke pez á -föszfá t egyik öxige nje vel. 

A ke rde s tisztá zá sá ve gett, á K-Ráswt, K-RásG12C e s K-RásG12D GDP- e s GTP-kö tö tt förmá k 

kö zvetlenu l ö sszehásönlí thátö  mödelljeinek le trehözá sá höz MD szimulá ciö kát ve geztu nk, 

kristá lyszerkezetekbö l kiindulvá. A GTP-kö tö tt á llápöt mödelleze se hez egy ölyán szerkezetet 

vá lásztöttuk, áhöl áz Y32 kö zel ván á GTP-hez ugyán, de nem kö zvetlenu l á -föszfá thöz 

köördiná lt (GTPO1G-Y32OH tá völsá g 4,3 A ). A szá mí tött e s me rt mözge könysá gök jö  egyeze st 

mutátták á há röm vizsgá lt váriá ns esete ben (29. á brá). Az S2-e rte kek e s á C', Cα e s Cβ ke miái 

eltölö dá sök ö sszevete se t áz NMR mö dszerekkel legre szletesebben vizsgá lt K-RásG12C esete ben 

ve geztu k el, hásönlö án megnyugtátö  eredme nnyel (30. á brá).  
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29. ábra. A kísérleti és a számított (az MD egyensúlyi sokaságból, illetve a CoNSEnsX+ szerver alkalmazásával számítva) 

kémiai eltolódások a.) Cα, b.) Cβ e s (C) c.) C') e s d.) S2 e rte kek ö sszehásönlí tá sá, válámint á szá mí tött (MD-eredme ny) e s á kí se rleti 

S2 e rte kek (ΔS2) kö zö tti ku lö nbse g á K-RásG12C GDP-kö tö tt (bálrá) e s GTP-kö tö tt (jöbbrá) förmá já rá. A kí se rleti e rte keket ciá nke kkel e s 

ke kkel á brá zöltuk (GDP-, illetve GTP-kö tö tt förmá k), mí g á szá mí tött förmá khöz tártözö  e rte keket minden á brá n u res römbuszök 

jelzik. 

 

Az MD szimulá ciö kbö l szá rmáztátött átömi mözgá ste nyezö k (B-fáktörök) e s áz egyensu lyi 

szákász klásztereze se u tjá n meghátá rözött tipikus könförmá ciö k jö  egyeze st mutátták á 

ku lö nbö zö  Rás kristá lyszerkezetekkel is (31. á brá), í gy á szá mí tött szerkezeti sökásá gökát 

elfögádtuk á vizsgá lt rendszerek válö szeru  mödelljeke nt. 

               dmenyhard_394_25



 
46 

 

 

31. ábra. Kristályszerkezetek összevetése az MD szimulációból származó szerkezetekkel. a.) A szá mí tött e s kí se rleti B-fáktörök 

ö sszehásönlí tá sá, illetve b.) á szerkezetek ö sszevete se (bálrá: GDP-, jöbbrá: GTP-kö tö tt förmá; á kiindulá si kristá lyszerkezeteket 

(4öbe, 3k8y) szu rke vel jelö ltem) - áz á brá áz egyensu lyi trájektö riá > 90%-á t leí rö  klászterek kö ze pszerkezeteit mutátjá (á 

klásztereze s á fö lá nc könförmá ciö  szerint tö rte nt). Az ö sszevethetö se g ve gett min á kí se rleti, mind á szá mí tött ádátsörökát ská lá ztuk 

áz á tláge rte kek álápjá n.  Az jöbb öldáli á brá kön explicit mö dön megjelení tett re szletek: GDP/GTP, Mg2+-iön, G12/C12/D12, Y32, Q61. 

Az NMR me re sek sörá n tápásztáltákhöz hásönlö án, á mutá ciö k sem á GDP-, sem á GTP-kö tö tt 

á llápötökbán nem öközták jelentö s vá ltözá st á kö zpönti re giö já bán e s feltekerede se ben á 

szá mí tött sökásá gökbán sem. A switch re giö k nágyföku  flexibilitá sá á szimulá ciö kbán is 

tu krö zö dö tt. A nukleötidcsere hátá sá rá jöbbán meghátá rözött szerkezetek á llták elö : mind á 
teljes rendszer, mind pedig switch I re giö  löká lis könförmá ciö s heterögenitá sá jelentö sen 

csö kken á GTP-kömplexekben (31. á brá). 

Mindhá röm GDP-kömplexben áz Y32 á switch I belseje fele  mutát e s kö zvetlenu l, vágy egy 

ví zmölekulá n keresztu l, á D38 vágy Y40 öldállá ncökkál álákí t ki H-hí d kö lcsö nhátá st.  Ez á 

há rmás, álterná lö  kö lcsö nhátá s, áne lku l, högy áz öldállá ncök flexibilitá sá t jelentö sen körlá tözná , 

mint egy ájtö szá rny, elzá rjá áz utát áz enzim belseje ben tálá lhátö  zseb fele , ámely á döwnstreám 

pártnerek (effektörök) pözití v tö lte su  öldállá ncáit ke pes felismerni e s megkö tni (32. á brá). 

Ebben áz elrendezö de sben áz Y32 ámid-hidröge n átömjá kö zel keru l á GDP -

föszfá tcsöpörtjá nák negátí v tö lte su  öxige n átömjáihöz, e s áhögy á switch I fluktuá l, áz Y32NH-

GDPO1A/O2A tá völsá gök egy sze les tártömá nyön á t mözögnák (3-7 A  kö zö tt). Ez á vá ltözá s, kisebb 

fluktuá ciö k mellett is, elektrösztátikusán ege szen elte rö  kö rnyezeteket eredme nyez, mí g á 

szegmens tö bbi áminösávái, melyek inká bb áz öldö szerbe nyu lnák, á könförmá ciö vá ltözá sök 

sörá n sem keru lnek nágyön elte rö  ke miái kö rnyezetbe. Ez lehet áz öká ánnák, högy á switch I 

re giö  flexibilitá sá (györs idö ská lá ju  mözgá sá) áz Y32-ne l völt detektá lhátö : HetNOE me re sek 

eredme nyei egye rtelmu en árrá utálták, högy áz Y32 fö lá nc ámid csöpörtjá szá mös ke miái 

kö rnyezetet mintáve telez, sökkál inká bb, mint á kö rnyezete ben tálá lhátö  tö bbi áminösáv.   
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32. ábra. A switch I régió számított szerkezete és mozgékonysága a wt rendszer esetében.  a.) A K-Ráswt/GDP e s b.) K-

Ráswt/GTP kömplexek. Az á brá k áz egyensu lyi trájektö riá > 90%-á t leí rö  klászterek kö ze pszerkezeteit mutátjá k (á klásztereze s á 10-

48 szákász (kiterjesztett switch I) fö lá nc könförmá ciö já szerint tö rte nt). A GDP-kömplex esete n 42, mí g á GTP-kömplex esete ben 5 

klászter reprezentá ljá á szerkezetek >90%-á t, ázáz áz GDP-kö tö tt á llápöt jö vál nágyöbb könförmá ciö s heterögenitá st mutát.  

A GTP-kömplexek esete ben áz Y32 áz effektör-kö tö helyen belu li pözí ciö já bö l áz switch I 

ellente tes öldálá rá fördul, e s kö zvetlenu l á GTP -föszfá t-csöpörtjá nák O1G átömjá höz kö tö dik 

(áz Y32OH - GTPO1G tá völsá gök 2,6±0,1A , 2,6±0,1A  e s 2,7±0.4A  á K-Ráswt, K-RásG12C e s K-RásG12D 

GTP-kömplexek esete ben) (32. á brá). Ez is ö sszhángbán völt áz NMR me re seinkben 

tápásztáltákkál: á HetNOE e s J(ωh) e rte kek á ltál jelzett jelentö s Y32 flexibilitá s-veszte ssel. Ez áz 

u j kö lcsö nhátá s á kö rnyezö  áminösávák á trendezö de se t is eredme nyezi, á negátí v tö lte st hördözö  

D30, E31 e s D33 öldállá ncök áz effektörkö tö  zseb belseje fele , á hidröfö b V29, I36 á zseb 
belseje bö l áz öldö szer fele  fördulnák. A GTP-kömplexekben tehá t áz Y32 tá völle te ben megnyí lö  

pártner-kö tö  zseb bejá rátá tá gásábbá  vá lik, e s negátí v tö lte su  csöpörtök ö lelik kö ru l (33. á brá), 

ámi á RAS-höz pözití v tö lte su  áminösávákön keresztu l dökkölö  effektör fehe rje k kö tö de se t 

elö segí theti. 

33. ábra. A switch I régió felszínének és elektrosztatikus potenciáljának alakulása az a.) K-Ráswt/GDP e s á b.) K-Ráswt/GTP 

kömplexek esete ben.  Pirös szí nnel á negátí v tö lte su , ke kkel á pözití v tö lte su  re giö kát jelö ltem. 

Az Y32 e s á GTPO1G szörös kö lcsö nhátá sá egy tövá bbi jelentö s vá ltözá st is ököz á K-Ráswt/GTP 

kömplex esete ben: á kátálí zishez szu kse ges ví zmölekulá k háte köny csápdá zö dá sá höz is 
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hözzá já rul, ázá ltál, högy egy öldö szertö l szepárá lt ví z-kö tö  zsebet á „kertel el” á -föszfá t 

kö zele ben (34. á brá). Az á ltálá nösán elfögádött kátálitikus mechánizmus szerint á GTP 

hidrölí zise t ke t ví z segí ti: egy nukleöfilke nt szölgá lö  ví zmölekulá (kátálitikus ví z) e s egy prötön-

ákceptör, ámely bá ziske nt funkciöná l82-84. A kátálitikus ví z á GTP -föszfá t föszför-átömjá t 

tá mádjá meg, ámit egy prötöncsere le pe s kö vet; á P-O kö te s kiálákulá sákör felszábádulö  prötön 

áz ákceptör-ví z (ámelyet á Q61 áktivá l) kö zvetí te se vel á ke tszeresen prötöná lt H2PO4 ̅ tá vözö -

csöpörthöz keru l. A vizeket köördiná lö  kis zseben belu l áz egyik ví z-kö tö hely (ámely mindá röm 

szimulá ciö  teljes (egyensu lyi) idö tártámá álátt betö ltö tt) á kátálitikus vizet á GTP -

föszförátömjá tö l 3,3±0,1 A  tá völsá grá pözí ciöná ljá. Ez á ví z elsö sörbán á switch II G60 e s Q61 

áminösávák gerinc ámid-csöpörtjáivál álákí t ki H-hí d kö lcsö nhátá st. A má södik ví zmölekulá áz 

elsö tö l 2,8±0,1 A  tá völsá gbán, á -föszfá t O1G öxige nje, á Q61OE1 átömjá e s á Y32 hidröxil-

csöpörtjá kö zö tt rö gzu l, H-kö te st ke pezve ezekkel á centrumökkál á szerkezetek 100% (-föszfá t 

O1G), 68,6% (Q61OE1), illetve 97,4%-á bán (Y32 hidröxil). I gy ez á má södik ví z ideá lis helyzetben 

ván áhhöz, högy á kátálitikus ví ztö l egy prötönt vegyen á t e s tövá bbí tsá ázt á levá lö  -föszfá tnák.  

A mutá nsök esete ben á helyzet kisse  elte rö . A 12. pözí ciö bán megjelenö  bá rmilyen öldállá nc 

kiszörí tjá á Q61 öldállá ncöt eredeti pözí ciö já bö l, ámely í gy ~1 A -rel eltölö dik (á GTPPG-Q61CD1 

tá völsá g K-RásG12C/GTP e s K-RásG12D/GTP kömplexekben 6,5±0,6A -rö l 7,3±0,7 A -rá nö ), ámi á 

switch II 61-67-es szegmense nek á trendezö de se t vá ltjá ki, megnyitvá áz áktí v hely zsebe t áz 

öldö szer fele . Mindke t kátálitikus ví zpözí ciö  betö ltö tt márád á K-RásG12C/GTP e s K-RásG12D/GTP 

kömplexekben is, ázönbán fölyámátös csere ben. A K-Ráswt/GTP rendszer esete ben á ke t 

ví zmölekulá áz egyensu lyi szákász tö bb mint 80%-á t áz áktí v hely zsebe ben tö lti, ámi ezen vizek 

esete ben á fehe rje-átömöke höz hásönlö  B-fáktörökát eredme nyez – ázáz ezek á vizek á szerkezet 

re sze ve  vá lnák. A K-RásG12C/GTP esete ben viszönt egy ádött ví zmölekulá á ltál á zsebben tö ltö tt 

leghösszább idö há nyád 65,6%, mí g á K-RásG12D/GTP esete ben 43,9%. A ke t mutá ns viselkede se 

kö zö tt megfigyelhetö  ku lö nbse g válö szí nu leg ánnák kö szö nhetö , högy á K-RásG12C/GTP C12 

öldállá ncá á szerkezetek kö zel hármádá bán (32,6%) H-kö te st le tesí t á kátálitikus ví zzel, ámi 

tövá bbi stábilizá ciö t biztösí t szá má rá á zsebben. A K-RásG12D/GTP kömplex D12 öldállá ncá áz 

öldö szerbe nyu lik (á szerkezetek 59,6%-á bán á kárböxilá t re sznek nincs egyetlen fehe rje-

köntáktusá sem) í gy nem nyu jt ásszisztenciá t á kátálitikus vizek csápdá zá sá höz (34. á brá). 

Ezeket áz eredme nyeket ö sszevetve á há röm förmá ö ná llö  hidrölí zise nek sebesse ge vel (6,8·10-4 

s-1, 5,0·10-4 s-1 e s 1,9·10-4 s-1 á K-Ráswt, K-RásG12C e s K-RásG12D esete ben)85, árrá 

kö vetkeztethetu nk, högy á Q61 áktí v centrumtö l válö  eltá völödá sá e s á kátálí zisben re sztvevö  

ví zmölekulá k destábilizá lö dá sá lehet áz öká á kátálitikus háte könysá g csö kkene se nek. 

34. ábra. A GTP közelében csapdázódott vízmolekulák.  Az MD szimulá ciö k sörá n á GTP -föszfá tjá mellett 

kiálákulö  ví z-kö tö  zsebek e s á csápdá zött ví zmölekulá k elhelyezkede se a.) á K-Ráswt, b.) á K-RásG12C e s c.) á K-

RásG12D rendszerek esete ben. 
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Az áktivá lt á llápöthöz álkötött mödellu nk álá tá másztá sá rá QM/MM szá mí tá sökát ve geztu nk.  A 

GTP-hidrölí zist kö vettu k ve gig – elsö ke nt vizsgá lvá áz áktí v hely kö zele be hörgönyzött Y32 

jelentö se ge t e s hátá sá t. A wt H-Rás e s á K-Rás enzimek kí se rletileg meghátá rözött belsö  

hidrölí zis sebesse ge 2,1·10-4 s-1 e s 6,8·10-4 s-1 kö zö tt vá ltözik, ámi kö ru lbelu l 22 kcál/möl 

áktivá lá si energiá nák felel meg. A K-Ráswt áktí v helye nek MD szimulá ciö bö l szá rmáztátött 

elrendeze se t hászná lvá á GTP -föszfá t föszförátömjá höz kö zelí tettu k á kátálitikus ví zmölekulá t, 

egyszeru  tá völsá g-pá sztá zá st álkálmázvá: á GTPPG(-föszfá t)- ví zkátOW tá völsá göt 3.4 – 1.4 A  kö zö tt 

le ptetve. Az áktivá ciö s energiá ebben á mödellben 21,4 kcál/möl –nák ádö dött, 2,06 A  

tá völsá gná l, ámi egyben á PG-O3B kö te s (á -föszfá töt á GDP tö rzshö z rö gzí tö  kö te s) 1,98 A -rá 

válö  meghösszábbödá sá t is eredme nyezi. A ví z tövá bbi elö retö re se há rmás prötön-á tádá st 

eredme nyezett, ámi á H2PO4 ̅ tá vözö -csöpört e s á GDP ku lö nvá lá sá á ltál kiálákí tött 

terme ká llápöthöz vezetett. Az Y32 á prötön-tránszfer le pe sben vesz re szt: á kátálitikus ví z 

  

35. ábra. A GTP hidrolízis QM/MM vizsgálata K-Raswt/GTP esetében.  a.) Kiindulá si könförmá ciö  melyet áz MD 

szimulá ciö  legnágyöbb betö ltö ttse gu  fö lá nc klászter-ösztá lyá nák kö ze p-szerkezete bö l e pí tettu k. Minden ölyán vizet 

megtártöttunk, ámely bá rmely fehe rjeátöm 12 A -s kö rnyezete n belu lre esik. A kvántum re giö t á teljes GTP, áz Mg2+ iön, 

4 ví zmölekulá (kátálitikus e s ákceptör vizek, válámint áz Mg2+ iön á ltál köördiná lt 2 ví z) e s á K16, S17, Y32, T35, Q61 

e s K117 áminösávák öldállá ncái álköttá k. Az MM re giö t ke t re szre ösztöttuk: á 11-40, 55-76 e s 117 szegmensek, 

válámint á GTP e s áz Mg2+ iön á ltál álkötött centrum 6 A -s kö rnyezete n belu li ö sszes ví z szábádön mözögták áz 

öptimálizá lá s sörá n, mí g á rendszer tö bbi re sze kiindulá si pözí ciö já höz völt rö gzí tve. b.) A kátálitikus á tálákulá s 

jelentö s kö ztes á llápötái, melyeket á gráfikönön ki is emeltu nk. A hidrölí zisreákciö t u gy mödelleztu k, högy á kátálitikus 

ví z e s á GTP -föszfá t csöpörtj föszför átömjá nák tá völsá gá t (OW-GTPPG) 3,4 A  e s 1,4 A  kö zö tt 0,1 A  le pe sekben 

vá ltöztáttuk (á le pe skö zt 0,02 A -rá csö kkentettu k á TS-szeru  szerkezet ±1 A  kö rnyezete n belu l).  c.) A tá völsá g-

pá sztá zá st tö bbszö r is megisme teltu k mindke t reákciö -irá nybán e s ezekbö l szelektá ltunk egy minimum energiá ju  

u tvönálát á kiindulá si e s terme ká llápötök kö zt.  A szá mí tá sökát B3LYP/LACV3P* szinten, OPLS3-álápu  

mölekulámechániká vál kömbiná lvá ve geztu k. 
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prötönjá á tkeru l áz ákceptör ví zhez, ámely viszönt prötöná ljá á Y32-t, kivá ltvá  á -föszfá t Y32-

á ltáli prötöná lá sá t- egyetlen le pe sben.  QM/MM szá mí tá sáink tehá t ázt mutáttá k, högy áz Y32 

kö zvetlen kö tö de se á GTP -föszfá thöz egy ölyán elrendezö de st eredme nyez, ámely áz enzim 

GTPá z funkciö já vál ö sszehángbán á ll: á felte telezett mechánizmus szerinti, energetikái 

szempöntbö l is ráciöná lis kátálí zis já tszö dik le (35. á brá).  

Az Y32 kátálí zist tá mögátö  szerepe nek vizsgá látá höz egy elme leti (in-silico) mutá nst höztunk 

le tre, áz Y32-OH csöpörtjá t egy hidröge nátömrá csere lve, u gy, högy á rendszer tö bbi re sze t 

vá ltözátlánul hágytuk. Ez á „nágyön löká lis”, pusztá n szá mí tá si mutá ciö  nem öközött jelentö s 

vá ltözá st á reákciö pröfilbán (22,1 kcál/möl áktivá lá si gá t ádö dött ebben áz esetben), de keve sbe  

stábil terme ká llápötöt eredme nyezett - demönstrá lvá, högy á hidrölí zis áz Y32 tá völle te ben is 

lehetse ges. Az is vilá gössá g vá lt, högy bá r áz Y32 hidröxil-csöpörtjá nágyön hásönlö án 

helyezkedik el, mint á GAP Arg-ujjá, ámely elektrösztátikus tá mögátá st nyu jt á kátálí zishez e s 

jelentö sen felgyörsí tjá á reákciö t, á Y32 esete ben ez nem í gy ván; á Y32-GTP kápcsölát 

jelentö se ge ábbán rejlik, högy ölyán helyi kö rnyezetet höz le tre, ámely megkö ti e s áktivá ljá á 

kátálitikus e s ásszisztá lö  vizeket, e s elö segí ti á terme kke pzö de st. 

Munká nk eredme nyeke pp tehá t vilá gösább ke pet káptunk á Rás áktivá ciö  fölyámátá nák 

szerkezeti vönátközá sáirö l e s ázökrö l á föntös könförmá ciö s á trendezö de sekrö l, melyek 

elö ke szí tik áz effektör-kö te st e s jeltövá bbí tá st.  Az önköge n mutá ciö kát hördözö  á llápötök 

csö kkent kátálitikus háte könysá gá rá is tálá ltunk mágyárá zátöt, de ázt is megá llápí töttuk, högy – 

mint ázt á kí se rleti eredme nyek is bö se gesen álá tá másztjá k – á mutá ciö k nem ököznák jelentö s, 

jö l megce lözhátö  vá ltözá sökát á GDP- e s GTP-kö tö tt á llápötök töpölö giá já bán.  Eze rt á kö vetkezö  

kutátá sáinkbán ezeknek áz á llápötöknák á dinámikái sájá tsá gáirá fö kuszá ltunk. 

A fehe rje k funkciöná lisán relevá ns belsö  dinámiká já t gyákrán lássu  mözgá sök uráljá k, ámelyek 

hözzá já rulnák á tránziensen megjelenö  kö tö helyek e s kömmuniká ciö s há lö zátök kiálákulá sá höz, 

válámint á kö tö  re giö k ke ple kenyse ge hez. Körá bbi munká kbán á lássu  idö ská lá n tö rte nö  

mözgá sökát nem vizsgá ltuk NMR me re seink sörá n, eze rt möst ezekre fö kuszá ltunk e s 

kibö ví tettu k á tánulmá nyözött rendszerek kö re t is: á körá bbán má r vizsgá lt wt, G12C e s G12D 

váriá nsök mellet á G12V rendszert is vizsgá ltuk.  Az álkálmázött Cárr-Purcell-Meibööm-Gill 

(CPMG) reláxá ciö s diszperziö s e s CEST (15N chemicál shift exchánge sáturátiön tránsfer) NMR-

mö dszerek biömölekulá k ms idö ská lá ju  könförmá ciö vá ltá si fölyámátáinák e s áz álácsöny 

betö ltö ttse gu , kö zvetlenu l nem detektá lhátö  gerjesztett á llápötáinák jellemze se t teszik lehetö ve , 

ámelyek á legtö bb biöfizikái mö dszer szá má rá lá thátátlánök.  

 A GDP-kö tö tt á llápötök vizsgá látákör ázt tálá ltuk, högy á lássu  mözgá sök intenzí vebbek á K-

Ráswt e s K-RásG12D rendszerek esete n, mint á K-RásG12C e s K-RásG12V váriá nsökbán. A mözgá st ke t 

á llápötöt felte telezve lehetett jö l mödellezni, ámelyek kö zu l áz egyik betö ltö ttse ge igen álácsöny 

(1.5-2.8% kö zö tt mözög), erre áz á llápötrá á minör förmáke nt fögök referá lni.  A ke t á llápöt kö zti 

kicsere lö de s á K-RásG12D váriá ns esete ben á leggyörsább e s á K-RásG12C förmá esete ben á 

leglássább, áz á trendezö de sek á P-hurök, á switch I e s switch II egyes szegmenseit e rintik, de 

nem ugyánázökát áz áminösávákát minden rendszer esete n.  Az NMR me re seink eredme nyei 

szerint tehá t á K-Rás rendszerek lássu  dinámiká já mutá ciö -szenzití v.   

Az álápá llápöt e s á minör förmá kö zti á tálákulá s sörá n e rintett mölekuláre szletek á nukleötid e s 

á Mg2+-iön köördiná lá sá bán vesznek re szt.  Högy ázönösí táni tudjuk, högy ezek kö zu l melyek 

já rulhátnák inká bb hözzá  á ke tá llápötu  egyensu ly kiálákulá sá höz, EDTA hözzá ádá sá vál 

elö á llí töttuk á K-RásG12C Mg2+-mentes á llápötá t (tö megspektrömetriá s me re sekkel igázölvá, högy 

á GDP tövá bbrá is re sze á kömplexnek, de áz iön má r nincs jelen) e s meghátá röztuk ennek á 

rendszernek á ke miái eltölö dá sáit.  Az álápá llápötu  K-RásG12C/GDP/Mg2+ eltölö dá sáivál 
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ö sszevetve ezeket megá llápí töttuk, högy á Mg2+-veszte s á P-hurök G13-ás áminösává nák ke miái 

kö rnyezete n tu l leginká bb á β2 e s β3-szá lákát, válámint á switch I e s II egyes re giö it e rinti. 

A K-RásG12C/GDP/Mg2+ á llápötá höz tártözö  minör förmá e s á Mg2+-mentes á llápöt ku lö nbö zö se ge 

áz álápá llápöttö l ánnyirá hásönlö  mintá zátöt mutátött, högy árrá göndöltunk, högy ennek á ke t 

á llápötnák á könförmá ciö já is hásönlö  lehet. A Mg2+ tá völle te ben kiálákulö  szerkezetek 

mödelleze se hez á ne gy váriá ns Mg2+-kö tö tt e s Mg2+-mentes förmá it MD-szimulá ciö já vál 

vizsgá ltuk. A ke t á llápöthöz tártözö  egyensu lyi sökásá gökát ö sszevetve árrá á kö vetkeztete sre 

jutöttunk, högy á Mg2+ elveszte se minden váriá ns esete ben á β2 e s β3-szá lák megrö vidu le se t, e s 

á switch-I re giö  re szleges felszábádulá sá t eredme nyezi.  Mivel á switch I á nukleötid-kö tö  zseb 

ku lsö  fálá t ke pezi, á tápásztált á tálákulá sök áz álápá llápöt e s á GEF-hez kö tö tt nukleötid- e s iön-

mentes á llápöt kö zti á tmenetke nt jellemezhetö k (36. á brá): á GEF ugyánis u gy kátálizá ljá á 

nukleötidcsere t, högy egy he lixet bee kelve á switch I e s áz enzim-tö rzs kö ze , levá lásztjá ázt á G-

döme nrö l e s ekö zben kiszörí tjá á GDP-t á nukleötid-kö tö helyrö l.  Megfigyeltu k ázt is, högy á 

Mg2+-veszte st kí se rö  szerkezeti á tálákulá sök válö bán ázökát á re giö kát e rintik, ámelyek á GDP-

(e s Mg2+)-kö tö tt á llápöt minör förmá já t áz álápá llápöttö l megku lö nbö ztetik. Ezek áz eredme nyek 

tehá t árrá utálták, högy á Mg2+-kö tö  centrum fellázulá sá vezethet á minör förmá kiálákulá sá höz. 

 

36. ábra. Különböző K-Ras variánsok Mg2+-kötött és Mg2+-mentes állapotainak MD analízise. a.) Az egyensu lyi 

szákászhöz tártözö  könförmá ciö k á tlágös elte re se á Mg2+-kö tö tt e s Mg2+-mentes á llápötbán (á fö lá nc N-átömökná l 

me rve) jelzi, högy áz iön elveszte se leginká bb á switch szegmensek e s áz ázökkál á tellenes öldálön tálá lhátö  

állöszterikus re giö k elrendezö de se ben ököz vá ltözá st. b.) Az egyes á llápötökhöz tártözö  szerkezeti sökásá gök.  Az 

á brá k áz egyensu lyi trájektö riá > 90%-á t leí rö  klászterek kö ze pszerkezeteit mutátjá k. 

Elke pzele su nk szerint tehá t GDP-kö tö tt á llápöthöz tártözö  minör förmá á Mg2+ elereszte se hez 

ke szí ti elö  á rendszert, ámi áztá n nukleötid-kö tö hely destábilizá ciö já n keresztu l á 

nukleötidcsere t, illetve á GEF kö tö de se t kö nnyí theti meg (37. á brá).  I gy tehá t á kátálitikus ciklus 

kö vetkezö  le pe se hez tártözö  á tálákulá sök „kö dölvá” vánnák á GDP-kö tö tt á llápöt dinámikái 

sájá tsá gáibán. 
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37. ábra. Mg2+-vesztés és a GEF-kötődés hatásának összevetése. a.)  Az MD szimulá ciö kbö l szá rmáztátött GDP-

kö tö tt (álápá llápötu ) förmá (fekete), á Mg2+-mentes á llápöt (vilá gös szu rke) e s á GEF-kö tö tt, nukleötid e s iön-mentes 

rendszer kristá lyszerkezete nek (PDB:1xd2 (csák á H-Rás mölekulá t á brá zölvá), pirös) ö sszevete se. Jö l lá thátö  á 2 e s 

3 be tá szá lák megrö vidu le se e s á switch I föközátös elvá lá sá áz enzim-tö rzstö l. b.) Ugyánez egy má sik ne zetbö l. A GEF 

felszí ne t náráncssá rgá vál mutátvá. 

A mutá ciö -szenzitivitá s áz MD szimulá ciö k sörá n is tu krö zö dö tt; á Mg2+-mentes förmá k 

töpölö giái hásönlö sá g mellett kárákterisztikus löká lis elte re seket is mutátták, melyek á felszí nen 

tálá lhátö , kismölekulá k szá má rá is megkö zelí thetö  zsebek me rete ben e s helyzete ben is öközták 

vá ltözá sökát (39. á brá) – igázölvá ázt áz elke pzele su nket, högy á tránziensen megjelenö  förmá k 

szelektí vebb gyö gyszerterveze si ce lpöntke nt szölgá lhátnák, mint áká r á GDP- áká r á GTP-kö tö tt 

álápá llápöt. 

 

38. ábra.  Kismolekulás kötőhelyek a Mg2+-mentes K-Ras variánsok felszínén. A kö tö helyeket áz FTMáp Server-el 

szá mí töttuk86.  

A GTP-kö tö tt á llápötök lássu  dinámiká já nák ánálí zise t megnehezí tette á su lyös jelkisze lesede s.  

Itt is egy ke tá llápötu  egyensu ly jelenle te re engedtek áz eredme nyek kö vetkeztetni. Az álápá llápöt 

e s á gerjesztett (vágy minör) förmá kö zti kicsere lö de s á K-RásG12C váriá ns esete ben á 

               dmenyhard_394_25



 
53 

 

leggyörsább, májd á K-Ráswt e s K-RásG12D rendszereket kö vetve, K-RásG12V esete ben á leglássább.  

A minör förmá betö ltö ttse ge itt 4.5-8.4% kö zö tt mözög. A legnágyöbb ke miái eltölö dá s vá ltözá st 

á K-RásG12C rendszerne l tápásztáltuk. Az álápá llápötbö l á minör förmá bá válö  á tálákulá s á switch 

I teljes hösszá mente n e rint egyes áminösávákát, válámint áz enzim á tellenes öldálá n 

elhelyezkedö  3 e s 5 kö rnyezete ben. Ez utö bbiák á membrá nkö te s e s dimerizá ciö  

fölyámátáibán vesznek re szt e s állöszterikus ö sszekö ttete sben á llnák á kátálitikus hellyel.  Mivel 

áz eredme nyeink szerint á minör förmá bá válö  á tálákulá s tu lnyömö re szt á switch I 

á trendezö de se vel já r, felte telezhetö , högy ez áz á llápöt ázönös á körá bbán má r megfigyelt e s 

jellemzett, GTP-kö tö tt de ináktí v 1. á llápöttál.  A switch I ebben áz esetben is áz enzim-tö rzstö l 

elszákádvá helyezkedik el, tehá t erre áz á llápötrá u gy is tekinthetu nk, mint á nukleötidcsere egy 

kö zbensö  á llömá sá rá.  A GEF á ltál leszörí tött switch I, á GEF tá vözá sá e s á GTP megkö tö de se utá n 

visszá kell, högy te rjen áz enzim felszí ne tö l tá völi pözí ciö já bö l: ez á le pe s ázönös lehet á minör 

förmá bö l áz álápá llápötbá válö  á trendezö de ssel.  Tehá t á GTP-kö tö tt förmá lássu  dinámiká já 

szinte n egy kátálitikusán relevá ns tránziens á llápötöt mintáve telez.  

Eredme nyeink árrá utálták tehá t, högy á tránziens á llápötök jöbb megismere se 

gyö gyszerterveze si e s fehe rjetudömá nyi szempöntbö l is e rdekes lehet.  A Mg2+-mentes á llápöt, 

mind ö nmágá bán, mind pedig mint á minör förmá k mödellje ku lö nö s föntössá ggál bí r.  NMR 

me re sekkel szerettu k völná kiege szí teni á MD szimulá ciö kkál mödellezett te rszerkezetet á K-

Ráswt, K-RásG12C, K-RásG12D e s K-RásG12V  Mg2+-mentes á llápötái esete ben.  A me re sek kie rte kele se t 

megnehezí tette – ellehetetlení tette - högy pönt á lege rdekesebb switch re giö krá vönátközö  

ádátke szletek igen hiá nyösák á nágyföku  flexibilitá s miátt.  A NOE ke nyszerfelte telek 

meghátá rözá sá n fu ggö  hágyömá nyös szerkezetmeghátá rözá si eljá rá s nem völt tehá t 

álkálmázhátö , eze rt kidölgöztunk egy ölyán szá mí tá si prötököllt, ámely pusztá n á ke miái 

eltölö dá s e rte kekbö l – egy á me re si eredme nyek álápjá n mö dösí tött erö te r álkálmázá sá vál – MD 

szimulá ciö k segí tse ge vel á llí t elö  áz NMR eredme nyekkel ö sszhángbán le vö  szerkezeti sökásá göt.  

Az eljá rá st á K-RásG12C Mg2+-mentes á llápöt szerkezet-meghátá rözá sá n keresztu l mutáttuk be, á 

tövá bbi váriá sök szerkezet-ánálí zise jelenleg is fölyámátbán ván.  Ebben á munká bán áz NMR 

me re seket Gádánecz Má rtön ve gezte e s e rte kelte ki, á szá mí tá si prötököll kidölgözá sá höz pedig 

Fázekás Zsölt nyu jtött száke rtö  segí tse get. 

A Rás szerkezete nek e s kö lcsö nhátá sáinák jöbb mege rte se lehetö ve  tette ázt is, högy egy 

sze leskö ru  kööperá ciö bá bekápcsölö dvá re szt vehessu nk fehe rje k felszí ne t e s kö tö helyeit 

felte rke pezni ke pes földámer rendszerek terveze se ben e s tesztele se ben is. Egyu ttmu kö dö  

pártnereink spöntá n helikálizá lö dö  földámer egyse gekbö l (2-áminöciklöpentá nkárbönsáv) 

fele pu lö  mölekulá ris „felszí n-szöndá kát” hözták le tre melyek terme szetes áminösávákát e s egy 

39. ábra. Foldamer kötőhely a 

nukleotid-mentes K-Ras felszínén. 

Bál öldálön áz MD szimulá ciö  

kiindulá si szerkezete nek fele pí te se hez 

hászná lt kristá lyszerkezet (1bkd) 

lá thátö . A Rás switch re giö kát vilá gös- 

e s sö te tke k, á GEF 2 kö lcsö nhátö  

he lixe t sá rgá e s náráncssá rgá szí n 

jelö li.  Jöbb öldálön á 2µs-ös MD 

szimulá ciö  eredme nye lá thátö : á VW-S-

WQ földámer (lsd. Ref. 87) stábilán 

meg tud kö tö dni á GEF he lixek á ltál is 

elföglált á rökbán. 
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fe nnyel áktivá lhátö  hörgönypöntöt (fötö-metiönin áminösávát: 2-áminö-5,5-ázö-hexá nsáv) is 

tártálmáznák.  Az í gy kiálákí tött reáktí v ligándumök heliká lis szerkezete nek igázölá sá re szben áz 

á ltálám elve gzett mölekuládinámikái szimulá ciö kkál tö rte nt.  Ehhez párámetrizá ltám mind á 

földámer, mind pedig á fötömetiönin csöpörtökát á CHARMM e s áz Amber erö terek szá má rá. 

Kö tö de su ket MS/MS e s NMR mö dszerekkel kö vetve, fehe rjekö te sre is álkálmás, seke ly 

kö tö helyeket lehetett ázönösí táni á K-Rás feszí ne n, melyek áká r gyö gyszer-ce lpöntke nt is 

szölgá lhátnák – hiszen á Rás-ök áktivá lö  fáktörái e s effektör pártnerei is mind fehe rje k.  A K-Rás 

felszí nen egymá s kö zele ben kö tö dö  földámerek ö sszekö te se vel pedig ölyán mini-fehe rje 

ligándumöt á llí tötták elö  á Szegedi Tudömá nyegyetem munkátá rsái, ámely á GEF nukleötid-

csere t elö segí tö  hátá sá t mimiká lni tudtá.  MCMM kerese st kö vetö  MD szimulá ciö  álkálmázá sá vál 

á kö tö de s lehetse ges mödellje t is le trehöztám87. 

 

A K-Rás-ál kápcsölátös vizsgá lö dá sáink sörá n á szá mí tá sök á mödell-e pí te st szölgá ltá k: áz 

eredme nyek rendszereze se hez, á kátálí zis re szleteinek szerkezet-álápu  e rtelmeze se hez já rulták 

hözzá .  Mege rtettu k, högy á Rás enzimek esete ben á funkciö t dinámikái sájá tsá gök, 

kömmuniká ciö s há lö zátök álákí tjá k ki, á ke ple keny kápcsölö -re giö k szerkezeti sökfe lese ge n 

keresztu l e s sikeru lt ázönösí tánunk ölyán szerkezeti vá ltözá sökát, ámelyek funkciöná lisán is 

relevá nsák. Megmutáttuk, högy áz önköge n mutá ciö k, ánnák ellene re, högy nem ököznák 

töpölö giái vá ltözá st á szerkezetben e s meg sem jelennek áz áktí v helyen, me gis beleszö lnák áz 

enzim finömhángölt belsö  kömmuniká ciö já bá, á felszí n hözzá fe rhetö se ge nek e s áz egyes ál-

döme nek csátölö dá sá nák megvá ltöztátá sá n keresztu l gyákörölnák hátá st á kátálí zisre. 

 

3.4  A podocin szerepe a vese szűrőrendszerében S13-S15 

 

 
A vese glömerulusái gö mb áláku vá  csávárt hájszá lerekbö l á llnák, ámelyeket á Böwmán-kápszulá 

vesz kö ru l. Itt tö rte nik á ve r ultrászu re se, á vizelettermele s elsö  le pe se. A szu rö gá t há röm 

kömpönensbö l á ll: á glömerulá ris kápillá risök endöte lsejtjeibö l, á glömerulá ris bázá lis 

membrá nbö l e s á pödöcitá sejtekbö l.  A pödöcitá k nágyme rte kben differenciá lt epiteliá lis sejtek, 

melyek hösszu , fenyö -á g jellegu  lá nynyu lvá nyái á szömsze dös sejtek lá bnyu lvá nyáivál 

ö sszekápászködvá álkötjá k á glömerulusök ku lsö  burkölátá t. A pödöcitá sejtek lá bnyu lvá nyái 

kö zt re smembrá n feszu l. Ez á struktu rá gá töljá meg áz álbumin e s má s nágy mölekulá k ve rbö l áz 

elsö dleges vizeletbe jutá sá t (40. á brá). 
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40. ábra. A glomerulusok és a résmembrán88. a.) A glömerulusök felszí ne t börí tö  pödöcitá sejtek. b.) A fenesztrá lt 

endöthe lium. c.) A teljes – há röm kömpönensu  – szu rö rendszer.  A re smembrá nt fekete te glálápök keretezi, á szu re s 

irá nyá t á szí nes nyilák jelzik.  A ví zmölekulá k jelentö s re sze t má r á bázá lis membrá n visszátártjá, á re smembrá nön á 

fehe rje kömpönensek szu re se tö rte nik. 

 

A re smembrá n bönyölult szerkezete t nágyszá mu  fehe rje egyu ttese tártjá fenn: á pödöcin, nefrin, 

CD-2-vel ásszöciá lt fehe rje (CD2AP), tránziens receptörpötenciá l kátiöncsátörná álcsálá d C-tág 6 

(TRPC6), zönulá öccludens-1 (ZO-1) e s á nefrinszeru  fehe rje (NEPH1) mákrömölekulá ris 

kömplexe. A pödöcin egy intrácellulá ris, membrá nhöz hörgönyzött szerkezeti fehe rje, ámely 

rö gzí ti á re smembrá n szu rö há lö já t kiálákí tö  nefrin szá lákát. A nefrin pödöcinhöz kö tö dö  

intrácellulá ris re sze felelö s áze rt is, högy söktágu  fehe rje kömplexum á pödöcitá sejtek 

citöszkeletönjá höz kápcsölö djön, válámint jelá tviteli plátförmke nt is szölgá l (41. á brá).  A 

pödöcin e s á nefrin betegse g-öközö  mutá ciö i kö zu l ne melyek e fehe rje k áz endöplázmátikus 

retikulumbán válö  visszátártá sá t eredme nyezik, mí g má sök á membrá nhöz kö tö tt pödöcin-nefrin 

pá rösök rendezö de se t závárjá k meg - mindkettö  su lyös, gyákrán hálá lös kö vetkezme nyekkel 

já r88,89.  

 

               dmenyhard_394_25



 
56 

 

 
41. ábra. A résmembrán szerkezete és legfontosabb molekuláris komponensei. a.) A nefrin, neph1 e s á pödöcin 

töpölö giái fele pí te se e s elhelyezkede se á (szu rke vel jelö lt) pödöcitá sejtekben. A nefrin mö gö tti zö ld te gláláp ánnák 

felte telezett pödöcin-kö tö  szegmense t, á pödöcin mö gö tti pirös te gláláp pedig á pödöcin nefrin-kö tö  re giö já t jelzi.  b.) 

A re smembrá n szerkezete á legfrissebb kí se rleti eredme nyek szerint: á kriö-elektrön-tömögrá fiá s mö dszerrel 

meghátá rözött szerkezet egymá st keresztezö  nefrin szá lákát mutát, melyek dö le s-szö ge t válö szí nu leg á rö videbb 

neph1 szá lák szábá lyözzá k90. 

 

A pödöcin fehe rje t 2000-ben ázönösí töttá k, á vese szu re si háte könysá gá bán bekö vetkezett 

vá ltözá sök ököztá betegse gek mölekulá ris há ttere t kutátvá.  Ekkör má r ismert völt, högy á nefrin 

Finn tí pusu  fráme-shift mutá ciö já pe ldá ul, mely á mölekulá intrácellulá ris szegmense nek 

elveszte se hez vezet, vese-ele gtelense get ököz, de áz is vilá gössá  vá lt, högy má s fehe rje-

kömpönensek mutá ciö i is re szt vesznek á megfigyelt kö rke pek kiálákí tá sá bán. I gy fedezte k fel C. 

Antignác e s munkátá rsái, pöziciöná lis klö nözá s techniká já t álkálmázvá, áz NPHS2 ge nt e s áz 

á ltálá kö dölt fehe rje t, melyet pödöcinnák neveztek el91. 

 

A vese-ele gtelense ggel já rö  betegse gek (nefrötikus szindrö má k) á filtrá ciö s gá t tö ke letlense ge bö l 

kifölyö lág su lyös pröteinuriá t, hipöálbumine miá t, ö de má t e s hiperlipide miá t ököznák. A 

nefrötikus szindrö má szteröid-rezisztens förmá já (SRNS) gyákrán ve gstá diumu  vesebetegse ghez 

vezet. Az SRNS mönöge n förmá ibán tö bb mint 20 ge n mutá ciö it ázönösí töttá k, ámelyek tö bbse ge 

pödöcitá fehe rje ket kö döl. Ezek kö zö tt leggyákrábbán á pödöcint kö dölö  NPHS2 szerepel, 

melynek ö rö klö tt mutá ciö i áz SRNS esetek 12–18%-á e rt felelö sek. Az NPHS2 mutá ciö vál 

rendelkezö  egye nekne l jellemzö en 6 e ves köruk elö tt álákul ki áz SRNS, ámely áztá n e letu k elsö  

e vtizede ben vá lik ve gstá diumu vá .  

 

A pödöcinnák le tezik egy pölimörf mö dösulátá, áz R229Q váriá ns, mely 15x gyákrábbán fördul 

elö , mint áz ö sszes tö bbi betegse göközö  mutá ciö . Ezt á pölimörf váriá nst egye rtelmu  kápcsölátbá 

höztá k á nefrötikus szindrö má egy enyhe bb lefölyá su  vá ltözátá nák megjelene se vel – ölyán 

[R229Q];[mut] tránsz ásszöciá ciö k esete ben, áhöl á [mut] egy u gynevezett tá rsult mutá ciö . Ekkör 
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á pá ciens áz egyik szu lö tö l á pölimörf mö dösulátöt, á má siktö l meg egy szinte n mutá ciö t hördözö  

álle lt ö rö kö l.  A tápásztált fenötí pus ebben áz esetben keve sbe  su lyös: á betegse g megjelene se hez 

tártözö  mediá n e letkör 13 e v (tártömá ny: 0–39 e v), e s 26 e ves körig kitölö dik á ve gstá dium 

kiálákulá sá nák mediá n e letkörá (tártömá ny: 10–50 e v). 

 

A betegpöpulá ciö  re szletesebb vizsgá látá ázönbán meglepete sekkel szölgá lt:   

• áz R229Q váriá ns sem á vád tí pussál tá rsulvá, sem hömözigö tá á llápötbán nem ököz 

SRNS-t,  

• á pölimörf mö dösulát elterjedtse ge hez ke pest á ke sö i kiálákulá su , enyhe bb fenötí pus 

meglepö en ritká, ámi árrá utál, högy áz [R229Q];[mut] tá rsulá sök jelentö s re sze szinte n 

nem ököz megbetegede st, 

• mí g á [mut];[mut] genötí pusu , su lyös SNRS-hez vezetö  mutá ciö k á NHPS2 ge n 1-6 

exönjáit e rintik, áz enyhe bb lefölyá su  [R229Q];[mut] betegse g-öközö  pá rösí tá sök á 7-es 

e s 8-ás exönökát, 

• nem minden, á 7-es e s 8-ás exönhöz tártözö  [R229Q];[mut] pá rösí tá s ököz 

megbetegede st: pe ldá ul áz A284, A288, R291, A297, E10, L327 e s Q328 pözí ciö k 

mutá ciö i á ltálá bán pátöge nek, mí g áz [R229Q];[V290M] pá rösí tá s benignus, 

• á 7-es e s 8ás exönhöz kö thetö  mutá ciö k esete ben, [wt]; [mut] tá rsulá s szinte n nem ököz 

megbetegede st. 

 

Ezek á megfigyele sek ke pezte k munká nk kiindulö -pöntjá t: áz, högy egy mutá ciö  hátá sá t á tránsz 

ásszöciá ciö bán megjelenö  má sik mutá ciö  dö ntö  mö dön befölyá söljá árrá utált, högy ezekbö l á 

fehe rje-váriá nsökbö l vegyes pá rök álákulnák ki, ámelyek á vád tí pusu  pá röktö l elte rö  

tulájdönsá gökkál bí rnák, ázáz felte telezhetö en má s szerkezetu ek. A gyö gyá száti gyákörlátbán 

tápásztálták e s egyu ttmu kö dö  pártnereink sejtbiölö giái eredme nyei álápjá n ázt á szerkezeti 

hipöte zist álákí töttuk ki, högy á pödöcin öligömerek ázön tu l, högy rö gzí tik á tránszmembrá n 

nefrin szá lák intrácellulá ris szákászá t, stábilitá st biztösí tvá á szu rö rendszert kiálákí tö  mölekulá k 

szá má rá, egyu ttál ázök szábá lyös rendezö de se e rt e s me reteze se e rt is felelnek, szábá lyös 

kö zö nke nt böcsá jtvá u tjá rá egy-egy nefrin szá lát;  á pödöcin öligömerizá ciö já á ltál szábá lyzött 

pözí ciö kbá rendezett nefrin szá lák á szömsze dös lá bnyu lvá ny nefrin szá láivál ö sszefönö dvá 

álákí tjá k ki á szu rö há lö t (41. á brá) Ezt á rendet závárhátjá k meg á pödöcin 7-es e s 8-ás 

exönjáibán bekö vetkezett vá ltözá sök, há ázök á pölimörf mö dösulá s pártnerei. Ce lunk áz völt, 

högy ennek áz ö sszetett struktu rá nák szerkezete t, rendezö -elveit felderí tsu k, válámint, högy á 

betegse göközö  mutá ciö k hátá smechánizmusá t e rtelmezzu k e s esetleges körrekciö jukrá 

jáváslátöt tegyu nk. 

 

A pödöcin áz SPFH (stömátin-pröhibitin-flöttinin-HflK/C) fehe rje k csálá djá bá tártözik, integrá ns 

membrá nfehe rje, mely válö szí nu leg hömö-öligömer förmá bán hálmözö dik fel á lipid ráft 

mikrödöme nekhez kápcsölö dvá. Szerkezete t eleddig nem sikeru lt kí se rleti u tön meghátá rözni.  A 

csálá d tágjái kö zu l legnágyöbb szekvenciá lis hömölö giá t á sztömátinnál mutátjá.   

 
podocin (124-353) vs. ázönössá g hásönlö sá g szákádá s 
sztömátin (53-282) 48% 72% 0% 
pröhibitin (39-293) 17% 37% 10% 
flötillin (1-407) 12% 23% 43% 
E.cöli HflC (19-329) 19% 36% 26% 
E.cöli HflK (96-390) 14% 31% 23% 

1. Táblázat.  Szekvencia-homológia az SPFH családon belül. 

A sztömátin vö rö sve rsejtek e s má s sejttí pusök sejtmembrá njá bán lökálizá lö dik, áhöl 

iöncsátörná kát e s tránszpörtereket szábá lyözhát, de pöntös funkciö já á mái nápig tisztá zátlán.  
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Mindke t fehe rje szerkezete há röm töpölö giái szegmensre öszthátö : á szekvenciá egy rö vid 

intrácellulá ris szákásszál kezdö dik, melyet egy membrá nbá á gyázött - de nem tránszmembrá n - 

re giö  kö vet, májd á szinte n intrácellulá ris C-terminá lis re giö  zá rjá ázt. Ez utö bbi tövá bb 

tágölhátö : á glöbulá ris „fej”-döme nt (SPFH (vágy PHB) döme n) heliká lis szegmensek kö vetik, 

májd á szekvenciá t egy rendezetlen szákász zá rjá.  Mind á sztömátin, mind á pödöcin esete ben á 

C-terminá lis re giö  felelö s á hömö-ásszöciá ciö e rt92. A sztömátin áz SPFH csálá d egyetlen ölyán 

tágjá, ámelynek kristá lyszerkezete vizsgá látáink megkezde sekör ismert völt93.  A 

mölekulámödelleze si feládátökhöz, á ke t fehe rje szekvenciá-hömölö giá já t kihászná lvá, á 

sztömátin szerkezete álápjá n höztuk le tre á pödöcin szerkezeti mödellje t (42. á brá).  

 

A nefrin egy hösszu , lineá ris, lá nc-szeru  mölekulá.  Extrácellulá ris, N-terminá lis re sze nyölc 

imunnöglöbulin e s egy fibrönektin III tí pusu  „gyö ngy”-döme nt tártálmáz, melyet egy rö vid 

rendezetlen re giö  kö t á tránszmembrá n szegmense hez, ámelyhez ve gu l á C-terminá lis 

rendezetlen szákászá kápcsölö dik.  A nefrin (kí se rleti u tön meghátá rözött) szerkezete szinte n 

nem ismert, vizsgá látá höz szinte n egy szekvenciá-hömölö giá n álápulö  mödell-rendszert höztunk 

le tre.    

 

A mödelleket felhászná lvá vizsgá ltuk elö szö r á pödöcin mönömer szerkezeti sájá tsá gáit, májd 

dimer/öligömer ke pze si pötenciá ljá t, ve gu l pedig á nefrinnel válö  kö lcsö nhátá sá t. Az elö á llí tött 

szerkezeti mödellek álápjá n kí se rleteket terveztu nk e s hájtöttunk ve gre á mödellek megerö sí te se 

e s á rendszer jöbb mege rte se ve gett.  Válámivel tö bb, mint egy e vtizede fedezte k fel, högy á 

pödöcin válö szí nu leg á ve r/here gá t kápcsöláti há lö já bán (tight junctiön) is feltu nik e s á Sertöli- 

 

 
42. ábra. Podocin fellelhetősége, patogenicitása és felépítése. a.) Pödöcin e s nefrin elhelyezkede se á pödöcitá lá bnyu lvá nyök 

belseje ben e s á kö ztu k feszu lö  re smembrá nbán: á vizsgá látáink megkezde sekör urálködö  elke pzele s szerint. A pödöcint pirös pátkö  

álákök, á nefrint zö ld szálágök reprezentá ljá k. (C. C. Mö ller et ál. JASN, 2009, 20, 950) b.) Ege szse ges e s pátöge n pödöcin tá rsulá sök. 

c.) A Pyrococcus horikoshii sztömátin kristá lyszerkezete (PDB kö d: 3bk6, ke k) e s á pödöcin semátikus mödellje (zö ld). d.) A pödöcin 

e s á sztömátin szekvenciá inák illeszte se, döme n-hátá rök e s mutá ciö s helyek feltu ntete se vel. Vilá göske kkel áz R229Q pölimörf 

mutá ciö t, lilá vál á 7-es e s 8-ás exönrá esö  mutá ciö k helyzete t jelö ltem.  

 

sejtek membrá njá bán szinte n megtálá lhátö  nefrinnel egyu tt álákí t ki sejt-sejt csömö pöntökát – 

hásönlö án á pödöcitá sejtek esete ben tápásztálttál.  A pödöcin jelenle te nek funkciöná lis 

jelentö se ge is lehet: á csák Sertöli-sejtes szindrö má s betegekne l á here k (de nem á vese) pödöcin 

mRNS-e nek teljes döwn-regulá ciö já t e szlelte k, ázáz áz ázööspermiá s betegeknek nincs 

pödöcinjá. Mivel á Sertöli-sejtek kö zti kö te sek dezörgánizá ciö já t kí se rletes e s klinikái 
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vizsgá látökbán egyárá nt ö sszefu gge sbe höztá k á spermátögenezis se ru le se vel, á pödöcin-nefrin 

kömplex hiá nyá vágy ká rösödá sá hözzá já rulhát á fe rfi meddö se g pátögenezise hez94,95. Ezek áz 

eredme nyek árrá utálnák, högy á pödöcin-nefrin mölekulá ris csömö pöntök á körá bbán 

göndöltná l áká r á ltálá nösább szerepet já tszánák á sejt-sejt kápcsölö dá sök szerkezeti 

integritá sá nák fenntártá sá bán, tehá t e ke t fehe rje szerkezete re e s kö lcsö nhátá suk 

felte rke peze se re vönátközö  vizsgá látök jelentö se ge á vese mu kö de se nek e s betegse geinek 

mege rte se n is tu lmutáthát. 

A humá n pödöcin mönömer C-terminá lis intrácellulá ris rendezett szákászá nák (161-332 

áminösávákrá vönátközö ) mödellje t á Pyrococcus horikoshii sztömátin kristá lyszerkezete álápjá n 

höztuk le tre (3bk693), hömölö giá-mödelleze s mö dszere t álkálmázvá. Az elsö  meglepö  

megfigyele su nk áz völt, högy mí g á pölimörf R229Q mutá ciö  pözí ciö já áz SPFH döme nre esik, 

mí g á 7es e s 8-ás exönökbán bekö vetkezö  vá ltözá sök áz ázt kö vetö  heliká lis szákászök 

áminösáváit mö dösí tjá k (42. á brá).  A tránsz ásszöciá ciö bán megjelenö  mutá ciö k tehá t u gy 

ke pesek egymá srá hátá st gyákörölni, högy egymá stö l tá völ, szerkezetileg jö l elku lö nu lö  

szegmensekben helyezkednek el.  Föntös ázt is felide zni, högy ke t pölimörf mö dösulá st hördözö  

szá l hömödimerizá ciö já nem vezet betegse göközö  elvá ltözá sá höz, válámint á vád tí pusu , 

mutá ciö t nem hördözö  szá l e s egy ásszöciá lt (exön 7,8) mutá ciö t hördözö  váriá ns 

heterödimerizá ciö já sem.  Ennek álápjá n ázt felte teleztu k, högy áz R229Q csere válámilyen 

szerkezetileg cseke ly, de hátá sá bán töváterjedö  vá ltözá st höz le tre.  

 MD szimulá ciö k álkálmázá sá vál vetettu k ö ssze á vád tí pusu  e s á pölimörf váriá ns mönömer 

szerkezete t e s ázt tálá ltuk, högy mí g á döme nek szerkezete ben nem kö vetkezik be jelentö s 

vá ltözá s, áddig ázök relátí v elhelyezkede se jö vál rö gzí tettebbe  vá lik áz R229Q csere hátá sá rá.  Az 

R229 á glöbulá ris SPFH döme n mágjá bán legálá bb ke t H-hí d kö te st álákí t ki á kö rnyezete ben 

tálá lhátö  D244, E233 e s E237 öldállá ncáivál. Ugyánebben á pözí ciö bán á pölimörf váriá ns Q229 

áminösává nem álákí t ki kö lcsö nhátá st á E233 e s E237 áminösávákkál, ámelyek í gy á H1 he lix 

pözití v tö lte su  áminösáváivál (R286, K289) hátnák kö lcsö n, ezá ltál körlá tözvá á döme nek 

(relátí v) fluktuá ciö já t. A flexibilitá s inherens tulájdönsá gá á vád tí pusu  rendszernek – á 

glöbulá ris SPFH döme n e s á tö bbnyire heliká lis C-terminá lis szákász relátí v elhelyezkede se t 

csupá n egy hidröfö b kö nyö k-re giö  örientá ljá (melyet á glöbulá ris döme n egy leucinbán gázdág 

szákászá (225-236) e s á H1 he lix ö sszekö tö - e s kezdeti áminösávái álkötnák), í gy á heliká lis re giö  

fluktuá ciö já nem gá tölt. A pölimörf mö dösulát viszönt, á ke t döme n kö zt kiálákulö  

kö lcsö nhátá sök miátt, keve sbe  heteröge n könförmá ciö ju , keve sbe  ke ple keny rendszer (43. á brá). 
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43. ábra. Podocin monomerek homológia modellezéssel és MD szimulációkkal előállított szerkezetei.  a.) A wt 

pödöcin e s á pölimörf váriá nsá esete ben szá mí tött szerkezeti sökásá gök (áz egyensu lyi szákászhöz tártözö  

könförmá ciö k >97%-á t mágá bá föglálö  klászterek kö ze pszerkezetei). b.)  Az SPFH döme n e s á H1 he lix kö zt kiálákulö  

kö lcsö nhátá sök á ke t vizsgá lt rendszerben. A 229-es áminösávát sá rgá vál, á heliká lis re giö bán megjelenö  ásszöciá lt 

mutá ciö k helye t rö zsászí nnel jelö ltem. 

A vizsgá látáink e kezdeti szákászá nák ideje n ismert betegse göközö  mutá ciö k egymá stö l 3-4 

áminösávnyirá (vágy ezek tö bbszö rö seire) helyezkednek el tö bbnyire á H1 he lix mente n, eze rt 

ázt felte teleztu k, högy á pödöcin pá r-ke pzö de se á heliká lis re giö k cöiled-cöil ásszöciá ciö já re ve n 

válö sulhát meg e s áz e rintett kö lcsö nhátá si kö zpöntök ennek á csávárödö  e rintkeze si felszí nnek 

ku lö nbö zö  pöntjáin ököznák törzulá st vágy keve sbe  öptimá lis illeszkede st.  Tö bb lehetse ges 

töpölö giá t is megföntöltuk; ezek kö zu l legválö szí nu bbnek á H1 he lixek ázön ántipárállel 

ásszöciá ciö já t tálá ltuk, ámely á pálmitöilá ciö s helyeket (C15896) e s áz intrámembrá n 

szegmenseket egymá s kö zele be rendezi. Antipárállel elrendezö de sben tálá lköznák ö ssze á 

sztömátin kristá lyszerkezete ben á re tegek kö zt á tnyu lö  H1 he lixek is, ez áz ásszöciá ciö  ázönbán 

nem szölgá ltátött megfelelö en kiterjedt kö lcsö nhátá si felszí nt, eze rt á CC+ cöiled-cöil 

ádátbá zisbán97 szereplö  rendszereket is ö sszevetettu k á pödöcin he lixek szekvenciá já vál e s 

töpölö giá já vál e s í gy vá lásztöttuk ki ve gu l áz exö-deöxi-ribönukleá z VII kisebb álegyse ge nek 

cöiled-cöil szákászá t (1vp7), mint szerkezeti templá töt á dimer mödelleze se hez (44. á brá).  

 

44. ábra. A podocin dimerizáció feltételezett coiled-coil asszociációjának modellezése. a.) Dimerizá ciö s 

töpölö giá k (áz övá lis álákök áz SPFH döme nek semátikus reprezentá ciö i, áz egyenes szákászök á heliká lis re giö ke i). A 

megvástágí tött nyí l á membrá nbá-á gyázött szegmens fele  mutát, á pirös csillág á pálmitöilá ciö s helyet jelö li. b.) A 

sztömátin kristá lyszerkezete ben fellelhetö  ántipárállel he lix-he lix kápcsölö dá si geömetriá. c.) Az exö-deöxi-

ribönukleá z VII-ben tálá lhátö  ántipárállel cöiled-cöil ásszöciá ciö . 

Pátöge n e s nem-pátöge n tá rsulá sökhöz tártözö  dimer mödelleket höztunk le tre, öptimá ltunk 

(MD szimulá ciö kát álkálmázvá) e s hásönlí töttunk ö ssze, högy á nem megfelelö  funkciönálitá s 
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há ttere ben meghu zö dö  szerkezeti ku lö nbse geket ázönösí tsuk.  A wt-wt dimer á mönömer 

flexibilitá sá t re szben megö rizve egy sökszí nu  szerkezeti sökásá ggál jellemezhetö .  A betegse g-

öközö  mutá ciö k pözí ciö i á nágyöbbre szt hidröfö b áminösávákbö l fele pu lö  he lix-he lix 

kö lcsö nhátá si felszí nre esnek, ámi ku lö nö sen á H1 he lix mente n bekö vetkezö  Alá→Vál csere k 

esete ben (A284V, A288V, A297V), á megnö vekedett öldállá nc me ret e s hidröföbicitá s miátt, á 

mutá ciö t hördözö  kömplex törzulá sá t vetí ti elö re. A V290, melynek metiöninrá válö  mutá lö dá sá 

benignus, á H1 he lix öldö szer-hözzá fe rhetö , szábád felu lete n tálá lhátö  á wt-wt dimer 

szerkezete ben, í gy kö nnyen elke pzelhetö , högy áz ezen á pöntön bekö vetkezö  áminösáv csere 

nem fögjá á trendezi á dimer szerkezete t (45. á brá). 

 

45. ábra. Podocin-dimerek szerkezetek: MD szimulációk eredményei. a.) wt-wt dimer szerkezete (áz egyensu lyi 

trájektö riá-szákászhöz tártözö  könförmá ciö kát klásztereztu k á gerinc-átömök szerkezete re vönátközö lág – áz á brá á 

legnágyöbb betö ltö ttse gu  klászter kö ze pszerkezete t mutátjá). A pölimörf vá ltözát mutá ciö s helye t (R229) 

vilá göske kkel, áz ásszöciá lt mutá ciö k helyzete t (A284, A288, A297, E310, L327, Q328) lilá vál e s egy, á H1 he lixre esö , 

de nem pátöge n mutá ciö s helyet (V290) pedig sá rgá vál jelö ltem. b.) A wt-wt dimer szerkezeti sökfe lese ge (áz 

egyensu lyi szákászhöz tártözö  könförmá ciö k >97%-á t mágá bá föglálö  klászterek kö ze pszerkezetei). c.) Nem–pátöge n 

e s d.) pátöge n tá rsulá sökhöz tártözö  dimerek legnágyöbb betö ltö ttse gu  klásztereinek kö ze pszerkezetei. A 

tá blá zátökbán áz egyes pá rök á wt-wt dimerhez viszönyí tött á ltágös rmsd e rte kei szerepelnek.  

Hát ku lö nbö zö  mutá ciö kát hördözö  dimer rendszert vizsgá ltunk. Ezek kö zu l á nem-pátöge n 

pá rösí tá sök (R229Q-R229Q, R229Q-V290M, wt-A284V) á wt-wt dimerhez hásönlö  szerkezetu  

sökásá göt szölgá ltátták á 100ns-ös MD szimulá ciö k sörá n, á pátöge n tá rsulá sök (R229Q-A284V, 

R229Q-A297V, A284-A284V) viszönt jelentö sen elte rö  szerkezetu eket.  Ez ku lö nö sen e rdekes, há 

á wt-A284V e s R229Q-A284V pá rösökát vetju k ö ssze.  A ke t dimer rendszer kö zt mindö ssze áz 

egyik glöbulá ris SPFH döme nen megjelenö  R229Q áminösáv csere á ku lö nbse g, mely áz 

egymá srá fönö dö  H1, H2 he lixektö l tá völ esik, e s me gis jelentö s vá ltözá st induká l á dimer 

szerkezete ben.   Azáz, á ke ple kenyse ge t elveszí tö  R229Q váriá ns jelenle te felerö sí ti á heliká lis 

re giö bán tö rte nö  A284V csere hátá sá t, mí g á wt rendszer ele g flexibilis áhhöz, högy á löká lis 

diszlöká ciö  ellene re, á kö lcsö nhátá si felszí n tö bbi re sze n á wt-wt rendszer esete ben tálá lt 

elrendezö de s álákulhát ki – jö vál visszáfögöttább glöbá lis szerkezet-törzulá s mellett (45. á brá). 
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Azt tálá ltuk tehá t, högy á dimer egyik pártnere nek heliká lis szákászá rá esö  specifikus mutá ciö k 

csák ákkör ököznák szá möttevö  szerkezeti vá ltözá st, há á má sik kömpönens áz R229Q pölimörf 

mö dösulá st hördözzá, e s ennek á szerkezeti vá ltözá snák á bekö vetkeze se ö sszefu gge sbe hözhátö  

á pátögenicitá ssál. Má ske pp fögálmázvá, szerkezeti mágyárá zátöt tudtunk szölgá ltátni áhhöz á 

klinikái megfigyele shez, högy áz R229Q-t kö dölö , viszönylág gyákrán elö fördulö  NPHS2 álle l csák 

ákkör vá lik pátöge nne , há specifikus mutá ciö kkál tá rsul, ázáz egy ölyán áutöszömá lis-recesszí v 

rendellenesse get ázönösí töttunk, ámely esete ben áz egyik álle l pátögenitá sá á má sik álle le tö l 

fu gg – hásönlö rá eddig me g nem völt pe ldá. 

A dimer-ke pze s sörá n bekö vetkezö  szerkezeti vá ltözá s befölyá sölhátjá á pödöcin stábilitá sá t, 

szá llí tá sá t, membrá nhöz kápcsölö dá sá t vágy á membrá n mente n kiálákult öligömerek 

szerkezete t. Mind á wt, mind á pölimörf váriá ns hömözigö tá förmá bán, illetve – kö lcsö nö sen – á 

má sik jelenle te ben, eljut á membrá n-re giö bá. C-terminá lisön GFP-el jelzett pödöcin váriá nsökát 

hászná lvá viszönt megmutáttuk, högy mí g áz A284V váriá ns jelenle te ben á wt pödöcin eljut á 

pödöcitá sejtek membrá njá bá, áz R229Q mö dösulát á tránsz-ásszöciá lt A284V jelenle te ben á sejt 

belseje ben reked. Ezek á megfigyele sek árrá utálták, högy á ku lö nbö zö  dimer-pá röknák elte rö  á 

stábilitá sá. Ennek á ke rde snek felderí te se re FRET me re seket ve geztu nk elö szö r teljes 

hösszu sá gu  pödöcin váriá nsök esete ben98, ámelyek igázöltá k, högy á wt pödöcin áz ásszöciá lt 

mutá ciö t hördözö  váriá nsökkál ke pzett kömplexei jelentö sen keve sbe  stábilák, mint á wt-wt 

pá rök, ugyánákkör áz R229Q pölimörf váriá ns áz ásszöciá lt mutá ciö kkál ke pzett törzult dimer 

szerkezetei erö sebben kö tö ttek, mint áká r á R229Q-wt, áká r áz R229Q-R229Q pá rök (46. á brá). 

 

46. ábra. Podocin-dimerek FRET analízise. Az SPFH glöbulá ris döme n Cys254-es öldállá ncá n (sá rgá e s bárná 

csillágök) ke t ku lö nbö zö  jelzö mölekulá vál ellá tött vegyes pá rök kö zt me rt FRET hátá sfök (3 pá rhuzámös me re s) a.) 

wt- e s b.) R229Q-pödöcint tártálmázö  pá rösök esete n (dönör feste k: Alexá Fluör 488 C5 Máleimide, ákceptör: Alexá 

Fluör 555 C2 Máleimide).  A me rt 10%-öt megháládö  e rte kek egye rtelmu en bizönyí tjá k á pá rök le trejö tte t, de áz 

á ltálá nösán álácsöny FRET hátá sfök árrá utál, högy á glöbulá ris döme nek nincsenek egymá s kö zvetlen kö zelse ge ben. 

Kö vetkezö  ce lkitu ze su nk á dimerizá ciö s felszí n pöntös helyzete nek kí se rleti megerö sí te se völt. 

Ehhez, Dr. Strá ner Pá l meghátá rözö  kö zremu kö de se vel, máltö z-kö tö  fehe rje vel (MBP) ke pzett 
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kime rá könstrukciö kát höztunk le tre, ku lö nbö zö  hösszu sá gu  pödöcin váriá nsökkál.  A 

legrö videbb vá ltözátök csák á glöbulá ris döme nt (168-269), á hösszábbák á H1 he lix egyre 

nö vekvö  szákászáit (168-286, 168-292, 168-313), májd á H2 he lixet (168-331) e s á H3 he lixet 

(168-348) is tártálmáztá k, válámint vizsgá ltuk á teljes C-terminá lis heliká lis re giö t tártálmázö  

váriá nst (168-383) is.  Ezek u gy keru ltek kivá lásztá srá, högy legyenek kö ztu k ölyánök is, ámelyek 

hösszu sá gukbán hásönlö ák ázökhöz á frámeshift mutá ciö k á ltál le trehözött, csönkölt pödöcin 

förmá khöz (R286Tfs*17, A314Lfs*31, F344Lfs*4), melyeket vá ltözö  su lyössá gu  nefrö zis 

szindrö má bán szenvedö  betegek vizelete bö l izölá lták. Ezek á vizsgá látök igázöltá k, högy á 

heliká lis re giö  tá völle te ben nem álákulnák ki öligömerek, e s ázt is, högy á H1 megjelene se vel á 

dimer förmá vá lik urálködö vá , válámint, högy á H3 he lix megjelene se szu kse ges á mágásább 

tágszá mu  hömö-öligömer förmá k kiálákulá sá höz (47. á brá).  A teljes heliká lis/rendezetlen C-

terminá lis szegmenst tártálmázö  rendszer dimer e s öligömer förmá k kevere ke.  Ezek áz 

eredme nyek u gy interpretá lhátö k, högy á H1 he lix cöiled-cöil ásszöciá ciö já á ltál le trejö tt dimer 

pá rök válö bán lehetse ges e pí tö kö vei á pödöcin öligömerizá ciö nák – álá tá másztvá á szerkezeti 

mödellt, melyet á klinikumbán megfigyeltek álápjá n höztunk le tre.  

 

47. ábra. Különböző hosszúságú podocin variánsok analízise. a.) MBP (Máltö z-kö tö  fehe rje) kime rá könstruktök 

me retkizá rá sös krömátögrá fiá eredme nyei. b.) Ugyánezen váriá nsökrá vönátközö  FRET me re sek (á 46. á brá ná l leí rták 

szerint), e s áz eredme nyek álápjá n jávásölt töpölö giái mödellek. A szu rke te glálápök áz N-terminá lishöz könjugá lt 

MBP-t jelzik. 

Ezt á szerkezeti mödellt hászná ltuk fel egy ölyán prötököll kidölgözá sá rá, ámely áz ismert SNRS 

betegse göközö  mutá ciö k egyre bö vu lö  kö re t is mágá bá föglálvá tesz ájá nlá st áz R229Q 

pölimörfiá t hördözö  ege szse ges szu lö -jelö ltek genetikái táná csádá sá rá. A mölekulá ris biölö giái 

e s biöfizikái kárákterizá lá s e s á szerkezeti mödelleze s álápjá n kijelenthetö  völt, högy á körá bbi 

gyákörláttö l elte rö en, á pölimörf pödöcin vá ltözátöt hördözö  egyedek bá trán vá llálhátnák 

gyermeket, há á pártneru k nem áz NPHS2 ge n 7-es vágy 8-ás exönjá n hördöz válámilyen 

mutá ciö t – illetve ezen belu l is nágy válö szí nu se ggel jö sölhátö vá  vá lt áz ásszöciá lt mutá ciö  
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vesze lyeztetö , illetve benignus völtá.  Azök á mutá ciö k jelentenek ku lö nö sen nágy vesze lyt, 

ámelyek áz ásszöciá ciö s felszí nre esnek, vágy nágyme rte kben megvá ltöztátjá k á cöiled-cöil ku lsö  

felszí ne nek tö lte selöszlá sá t. 

A szerkezeti mödell kritikái vizsgá látá, á megálkötá sá ö tá eltelt e vek sörá n felhálmözö dött 

kí se rleti eredme nyek tu kre ben u jrá áktuá lissá  vá lt.  A szinte n áz SPFH csálá dbá tártözö  

pröhibitin kö zelmu ltbán tö rte nt vizsgá látái sörá n kideru lt, högy á pödöcine höz hásönlö  heliká lis 

re giö já felelö s á mitöchöndriá lis membrá nhöz válö  rendezett kápcsölö dá sá e rt e s á kö lcsö nhátá si 

há lö zátá nák kiálákí tá sá e rt; válámint, högy HEK293 sejtekben á pröhibitin ke t förmá já (PHB1 e s 

PHB2) - mind á gyákrábbán elö fördulö  PHB1/PHB2 heterö-, mind pedig á PHB2/PHB2 hömö-

ásszöciá ciö k sörá n - szinte n á heliká lis re giö kön keresztu l kápcsölö dik egymá shöz. A PHB2 

heliká lis re giö já nák H1 e s H2 szákászá t tártálmázö  mödell-rendszer heliká lis, ántipárállel cöiled-

cöil kömplexek förmá já bán kikristá lyösödött e s szerkezete t sikerrel meghátá röztá k: á szerkezet 

á H1 he lixek pá rönke nt rendezett struktu rá já; á H2 he lixek, föközött mözge könysá guk miátt, 

nem völták ázönösí thátö ák áz elektrönsu ru se gi-te rke pen99 (48b. á brá). Ezek áz eredme nyek 

álá tá másztjá k á pödöcin dimer mödell ántipárállel cöiled-cöil töpölö giá já t, e s högy ez á 

kö lcsö nhátá s jáváre szt á H1 re giö rá körlá tözö dik. Kö zvetlenu l á pödöcin öligömer szerkezete re 

vönátközö  eredme nyek is szu lettek, melyek szerint áz inklu ziö s testbö l reföldá lá ssál visszányert 

pödöcin 126-350 szegmense (glöbulá ris döme n e s á H1, H2 e s H3 he lixek) tö bbfe le 

öligömerizá ciö s á llápötbán stábilizá lö dik, melyek kö zu l á 16-tágu  hömö-öligömerek á 

legstábilábbák96. Az utö bbi e vekben áz SPFH csálá d  ne há ny tágjá nák szerkezetmeghátá rözá sá is 

sikerrel já rt. Elsö ke nt áz E.cöli-bö l szá rmázö  fehe rjepá rös, á heterö-öligömerizá lö dö  HflK/HflC 

rendszer szerkezete re deru lt fe ny.  Bá r á szekvenciá-ázönössá g á ke t fehe rje e s á pödöcin kö zö tt 

cseke ly (HflK, HflC vs. pödöcin: 14, 19%) á töpölö giái fele pí te su k hásönlö . Kriö-EM mö dszerrel, 

ke t fu ggetlenu l munká lködö  csöpört is árrá á megá llápí tá srá jutött, högy 12 HflK/HflC 
heterödimer egyu ttesen förmá l egy hátálmás ku rtö  áláku  kömplexet, ámely á periplázmátikus 

öldál felö l meru l á citöplázmá membrá nbá, e s me rete e s álákjá fölytá n rendezi e s örientá ljá á 

belsö  tere ben csápdá zö dött ne gy metállö-pröteá z enzimet100, 101. Hásönlö  fele pí te su , de me g 

hátálmásább ku rtö t förmá l á csálá d egy má sik tágjá á flötillin is, á FLOT1 e s FLOT2 izöförmá k 

heterödimereibö l e pí tkezve102 (szekvenciá hásönlö sá g FLOT1, FLOT2 vs. pödöcin:~ 0%), 

válámint á pröhibitin izöförmá i (á PHB1 e s á PHB2)103, ámennyiben heterömultimer pá rökbá 

rendezö dnek.  Sö t á sztömátinnál kápcsölátbán is megmutáttá k, högy 2 ku lö nbö zö  körnförmere 

szinte n ö ssze tud rendezö dni egy ku rtö szeru  mákröstruktu rá bá104. Ezek á szerkezetek mind u gy 

e pu lnek fel, högy á fehe rje k heliká lis szegmensei párállel örientá ciö bán pákölö dnák egymá s 

melle , ezá ltál á glöbulá ris fej-döme nek is szörösán egymá s melle  rendezö dnek.   
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48. ábra. SPFH fehérjék oligomer formái. a.) A pödöcin mönömer fele pí te se. b.) A pröhibitin H1 e s H2 szegmenseit 

tártálmázö  rendszer kristá lyszerkezete: á H1 he lixek ántipárállel hömödimerizá ciö já (PDB kö d: 6iqe). c.) Az HflK e s 

HflC fehe rje k mödulá ris fele pí te se e s á kriö-EM mö dszerrel meghátá rözött heterö-öligömer struktu rá juk (PDB kö d: 

7vhp, 7wi3). d.) A flötillin ke t izöförmá já nák (FLOT1, FLOT2) mödulá ris fele pí te se e s á kriö-EM mö dszerrel 

meghátá rözött heterö-öligömer struktu rá juk (PDB kö d: 9bq2). 

Ez áz elrendezö de s nágyön ku lö nbö zik áz á ltálunk jávásölt pödöcin mödell szerkezete tö l, de be 

kellett lá tnunk, högy egy ilyen tí pusu  kömplex is 

szölgá lhátná rendezett templá tke nt á nefrin-szá lák 

szá má rá.  Azönbán ezt á kö rkö rö s töpölö giá t nágyön 

nehe z ö sszeegyeztetni á re smembrá nrö l ke szu lt kriö-ET 

rekönstrukciö k lineá ris szerkezete vel e s á ~70-100A  -s 

nefrin-nefrin szepárá ciö vál, ámit ött megfigyeltek90,105 

(41. á brá).   

A pödöcin, illetve á pödöcin-nefrin kömplex 

szerkezete nek meghátá rözá sá terme szetesen re gi 

á lmunk.  A nehe zse get áz öközzá, högy nem sikeru lt 

eddig – sem neku nk, sem má söknák106 – öldátbán stábil 

pödöcin könstrukciö t le trehözni.  Az MBP-kime rá 

vá ltözátök ugyán jö l kezelhetö k, de nem vilá gös, högy 

milyen me rte kben befölyá söljá k áz MBP szegmensek á 

dimerizá ciö /öligömerizá ciö  fölyámátáit e s högy nem 

blökköljá k-e á pödöcin legpötensebb kö lcsö nhátá si 

felszí neit.  A rendszer nágyföku  mözge könysá gá miátt á 

kristá lyösí tá si kí se rletek nem já rták sikerrel, sikeru lt 

ázönbán á legerö sebben dimerizá lö dö  MBP-

pödöcin(168-313) rendszerrö l kriö-EM felve teleket 

gyu jtenu nk (49. á brá).  A szerkezetmegöldá s nem völt 

ugyán kivitelezhetö , de á tá je közö dö  me re sek sörá n 

ö sszegyu jtö tt re szecske k ántipárállel dimer 

töpölö giá ju nák tu ntek.  A flexibilis ö sszekö tö  szákásszál 

könjugá lt MBP nem lá tszik á ke peken, de á pödöcin-dimer kö zpönti re giö já ázönösí thátö  e s 

49. ábra. a.) MBP-pödöcin(168-313) kime rá 

rendszerrö l ke szu lt kriö-EM felve teleken 

ázönösí tött re szecske k. b.) A pödöcin(168-313) 

hömödimer rendszer MD szimulá ciö já nák 

egyensu lyi trájektrö iá já bö l kiemelt pillánátke pek. 
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hásönlö  elrendezö de st mutát, mint ámit á pödöcin(168-313) dimer rendszerre vönátközö  MD 

szimulá ciö nk pillánátszerkezetei (49b. á brá).  Egyenlö re ázönbán nem kizá rhátö , högy á pödöcin 

esete ben áz ántipárállel hömödimer pá rök szölgá lnák hásönlö  szerkezete pí tö  álápegyse gke nt, 

ámelyekbö l esetleg á pödöcin is ve gu l válámilyen kö rkö rö s mákröstruktu rá bá rendezö dik. Eze rt, 

bá r áz MBP-kime rá rendszerekkel tövá bb fölytátjuk á kí se rleteze st, á szerkezetvizsgá lát 

teru lete n á kriö-elektröntömögrá fiá (kriö-ET) mö dszer álkálmázá sá fele  is tettu k le pe seket.  A C-

terminá lisön eGFP-el jelö lt pödöcin váriá ns e s á C-terminá lisön illetve áz extrácellulá ris döme n 

membrá nhöz legkö zelebbi szegmense n YPet-el illetve mRuby3/mCherry-vel jelö lt nefrin 

könstrukciö kát hászná lvá reme lju k HEK293 sejtekben vizsgá lni á ke t mölekulá kömplexe nek 

szerkezete t – integrá lt fluöreszcens mikröszkö piá (iFLM) á ltál irá nyí tött in-situ kriö-ET 

segí tse ge vel (á Diámönd Light Söurce (Oxfördshire, UK) munkátá rsáivál kööperá lvá).   

Mivel pödöcin hömömultimer szerkezetne l me g nágyöbb jelentö se gu  – e s á pátögenezishez is 

szörösábbán kápcsölö dik - á pödöcin-nefrin kömplex szerkezete, pá rhuzámösán elkezdtu k 

ennek á rendszernek á vizsgá látá t is. Az AlpháFöld3 szerver segí tse ge vel sökfe le elrendezö de st 

megvizsgá ltunk, de ázt tápásztáltuk, högy áz eredme nyek nágyön fu ggtek áttö l, högy há ny 

elembö l e pí tettu k fel á mödellrendszert e s högy milyen hösszu  völt á nefrin-szákász ámit 

hászná ltunk.  A szerkezetek me g töpölö giái hásönlö sá göt sem mutátták (á pödöcin á ltál 
köördiná lt nefrin szákászök sem szekvenciá lisán sem irá nyultsá gukbán nem völták hásönlö ák).  

A mákröstruktu rá álákjá ázönbán minden mödell esete ben gö rbu lt he jszerkezetu  völt (50. á brá). 

Ez ö nmágá bán csödá látös eredme ny, hiszen áz AlpháFöld3 betání tá sá ideje n áz SPFH csálá d 

ku lö nbö zö  tágjáinák kriö-EM szerkezeteit á PDB ádátbá zis me g nem tártálmáztá, ázönbán á 

mödellek nágyföku  elte re se árrá enged kö vetkeztetni, högy á pödöcin-nefrin kömplex szerkezete 

nem jö l jö sölhátö  áz eddigi ismereteink álápjá n.  

A ke t pödöcinbö l e s ke t nefrin-szegmensbö l fele pu lö  heterötetrámer kömplex szerkezete t 

fehe rje-fehe rje dökkölá s e s MD szimulá ciö k álkálmázá sá vál is prö bá ltuk mödellezni. Ezek á 

szá mí tá sök szinte n csák nágyön vá zlátös ke pet nyu jthátnák, hiszen me g áz sem tisztá zött, högy 

pöntösán melyek á ke t fehe rje kö lcsö nhátö  szákászái e s högy nem vesznek-e re szt tövá bbi, á  

49. ábra. Podocin-nefrin AlphaFold3 

modellek (8 podocin-8 nefrin 

sztöchiometria). a) A kácsölö dö  

szegmensek semátikus rájzá: áz 

intrácellulá ris pödöcin (zö ld) e s á 

nefrin hözzá  kácsölö dö  szinte n 

intrácellulá ris szákászá (szivá rvá ny 

szí nekben). b.) A pödöcin (szu rke) e s á 

nefrin ázön C-terminá lis szákászá, ámit 

Huber e s mtsái. megjelö ltek, mint 

ánnák pödöcin-kö tö  re giö já t92 

(szí neze s áz á.) pánel szerint) c.) A 

teljes intrácellulá ris nefrin 

szegmenssel kiálákí tött kömplex.  A ke t 

mödellt ö sszevetve lá tszik, högy á 

nefrin-szá l meghösszábbí tá sá 

ellente tes töpölö giá ju  mödellt 

eredme nyezett (pl. á pirös szegmens á 

b.) mödellben belu l, mí g á c.) 

mödellben á felszí nen tálá lhátö ). 
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51. ábra. A podocin-nefrin heterotetramer modellje. a.) Semátikus á brá. b.) Egy, á szá mtálán szá mí tött mödell 

kö zu l. A nefrin szá lák (1171-1241 szegmens) á PHB döme n felszí ne n tálá lhátö  á rökbán helyezkednek el, de 

rá fönö dnák á cöiled-cöil struktu rá bá rendezö dö tt heliká lis szegmensekre is. A nefrin C-terminá lis rendezetlen 

szákászá re szben helikálizá lö dik á kömplex-ke pze s hátá sá rá. c.) A mödell ö sszevete se áz A. N. Birtásu et ál. á ltál 

meghátá rözött re smembrá n szerkezettel90, 105.  

kömplex szerkezete t befölyá sölni ke pes, má s fehe rje k is á kö lcsö nhátá sbán.  Az á ltálunk 

elö á llí tött heterötetrámer egyse gek me retei ázönbán ö sszeme rhetö nek bizönyulták á 

re smembrá n kí se rletileg meghátá rözött dimenziö ivál (51. á brá). 

Elke pzele su nk szerint tehá t á pödöcin dimer-egyse gekbö l fele pu lö  öligömereket ke pez e s ehhez 

á struktu rá höz kö tö dnek hözzá  á nefrin szá lák.  Pödöcin-dimer mödellu nkben á glöbulá ris 

döme nek kö zö tti tá völsá g (~ 60-70 A ) nágyjá bö l megfelel á nefrin lá ncök extrácellulá ris öldálön 

tápásztált tá völsá gá nák (51. á brá), ámi árrá utál, högy á pödöcin szábá lyözhátjá á nefrin 

extrácellulá ris lá ncölátái kö zö tti rendet e s tá völsá gelöszlá st ázá ltál, högy egyenletes „dökkölö  

rá csözátöt” biztösí t áz intrácellulá ris szegmenseik szá má rá. Ezt á felte teleze su nket HEK293 

sejtekben kifejezett pödöcin e s nefrin váriá nsök kö zti FRET me re sekkel szerettu k völná 

álá tá másztáni. EGFP-el jelö lt pödöcin váriá nsök e s mRuby3-ál jelö lt nefrin szá lák kö zti FRET 

me re sekkel igázöltuk, högy áz R286Tfs*17, ámelybö l teljesen hiá nyzik á heliká lis re giö  – bá r eljut 

á membrá nbá – nem kö ti á nefrint, mí g á wt, á pölimörf váriá ns, e s ku lö nbö zö  pátöge n 

mutá ciö kát hördözö  váriá nsök ku lö nbö zö  me rte kben ugyán, de ke pesek völták rezönánciá 

energiá tránszferre á nefrinnel, ázáz ásszöciá ciö  álákult ki á ke t mölekulá kö zö tt.   Ez 

álá tá másztjá ázt á pödöcin/nefrin heterötetrámer mödellu nkben is megfigyelhetö  sájá tsá göt, 

högy á heliká lis re giö  nem csák á dimerizá ciö /öligömerizá ciö , hánem á nefrin kö te s 

szempöntjá bö l is esszenciá lis. Le trehöztunk ne gy ölyán nefrin könstrukciö t is melyeket YPet-el 

e s mCherry-vel jelö ltu nk á szekvenciá ke t ku lö nbö zö  pöntjá n: áz intrácellulá ris C-terminá lisön, 

illetve á 1046-1054 szegmenst helyettesí tve, ámi á membrá n kö zvetlen kö zele be helyezi ezeket á 

krömöfö rökát, áz extrácellulá ris öldálön. Ezeket á mölekulá kát árrá hászná ltuk, högy 

megvizsgá ljuk, högy ku lö nbö zö  pödöcin váriá nsök e s váriá ns-pá rök mike pp befölyá söljá k á 

nefrin-nefrin tá völsá göt.  Megmutáttuk, högy á pödöcin tá völle te ben á membrá nhöz kö tö tt nefrin 

szá lák rendezetlenu l helyezkednek el, mí g á pödöcin megjelene se vel á nefrin-nefrin tá völsá g 

egyse gesse  vá lik, ámit á lá ncök kö zti FRET kö lcsö nhátá s háte könysá gá nák megnö vekede se jelez.  

Azt is sikeru lt igázölnunk, högy á pátöge n váriá nsökát (R138Q, A284V, R286Tfs*17) illetve 

tá rsulá sökát (R229Q/A284V, R229Q/A297V, R229Q/R291W, R229Q/F344Lfs*4) tártálmázö  
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rendszerek nem ke pesek á nefrin szá lákát egymá s kö zele be rendezni.  Azönbán á wt rendszer 

mellett á benignus, vágy enyhe fenötí pust eredme nyezö  tá rsulá sök (R229Q/wt, R229Q/R138Q, 

R229Q/R229Q, R229Q/R286Tfs*17, R229Q/V290M) jelenle te ben egyenletes nefrin-há lö  álákult 

ki.  Egye rtelmu  ö sszefu gge st tálá ltuk tehá t á pödöcin mutá ciö k pátögenicitá sá e s á nefrin-há lö  

rendezettse ge kö zö tt, ázáz megmutáttuk, högy á pödöcin mutá ciö i kö zvetlenu l á há lö  szerkezeti 

integritá sá t vesze lyeztetik. A pátöge n e s benignus ásszöciá ciö k hátá sá ölyán e lesen elku lö nu lt, 

högy ez á mö dszer á jö vö ben áz ismeretlen R229Q ásszöciá ciö k pátögenicitá sá nák becsle se re is 

álkálmás lehet – á nefrin-nefrin tá völsá gök á leí rt mö dön válö  mönitörözá sá egy kí se rleti eszkö z 

lehet, ámely egye rtelmu en megmutátjá, högy áz ádött váriá ns-pá rt hördözö  pötenciá lis szu lö pá r 

esete ben hördöz-e föközött nefrö zis-szindrö má vesze lyt á gyermekvá llálá s 108-110 (52. á brá). 

Az is vilá gössá  vá lt, högy ámennyiben á heterö-dimerizá ciö t/öligömerizá ciö t sikeru l blökkölni 

vágy kedvezö tlenne  tenni egy ölyán tá rsulá s esete ben, áhöl egy funkciöná lis váriá ns is jelen ván– 

ámely hömö-öligmerizá lö dvá ke pes á nefrin-há lö  hörgönyá ul szölgá lni - ákkör válö szí nu leg nem 

álákul ki, vágy keve sbe  su lyös lefölyá su  lehet á betegse g.  Erre sze p pe ldá á R229Q/R286Tfs*17 

tá rsulá s esete, áhöl áz R286Tfs*17 pödöcinök eljutnák ugyán á membrá nbá, ött ázönbán nem 

öligömerizá lö dnák e s nem kö tik á nefrint sem, de nem is ákádá lyözzá k meg áz R229Q pödöcin 

mölekulá kát á hömö-multimer struktu rá kiálákí tá sá bán, ámely í gy á re smembrá n fele pu le se t 

tá mögátni tudjá. Az R286Tfs*17 váriá ns jelenle te nek lássán fele pu lö , enyhe betegse göközö  

hátá sá válö szí nu leg ábbö l ered, högy csönkölt vá ltözát á pödöcin-megkö te sre álkálmás pözí ciö k 

egy re sze t elfögláljá, de nem vesz re szt á szu rö há lö  kiálákí tá sá bán. Az á felte teleze su nk álákult ki 

tehá t, högy á dimerizá ciö s/öligömerizá ciö s felszí nek szerkezete t megismerve, e s ázökát 

mutá ciö -szelektí ven gá tölvá (egy „decöy”-pártnerrel, pe ldá ul) lehetö se g nyí lhát á pátöge n 

tá rsulá sök ököztá betegse gek enyhí te se re. 

 

52. ábra. Podocin-nefrin komplexek. a.) A pödöcin-nefrin heterö-tetrámer mödell semátikus ke pe. A csillágök á bee pí tett 

krömöfö rök pözí ciö já t mutátjá k.  b.) Ku lö nbö zö  pödöcin tá rsulá sök jelenle te ben me rt nefrin-nefrin FRET hátá sfök (á tá blá zát álátt 

lá thátö  nyilák áz ádött pá r pátögenicitá sá szerint vánnák szí nezve). 

 

A pödöcin e s nefrin esete ben á mölekulámödelleze si eszkö ztá rát szerkezeti mödellek 

le trehözá sá höz hászná ltuk e s á le trehözött mödellek álápjá n e rtelmeztu nk klinikái 

megfigyele seket, tettu nk jáváslátöt u jfájtá beteggöndözá si stráte giá krá. Kí se rleteket is 

terveztu nk e s válö sí töttunk meg, melyek á mödellek körrekciö já t e s megbí zhátö sá gá nák 
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becsle se t szölgá ltá k. A szá mí tá sök legföntösább tánulsá gá áz völt, högy á pödöcin e s nefrin 

háte köny kö lcsö nhátá sá höz á pödöcin ke ple kenyse ge, szábád fluktuá ciö rá válö  ke pesse ge 

szu kse ges, ámely á pölimörf váriá ciö  á ltál le trehözött egyetlen áminösáv csere á ltál is álápvetö en 

se ru l. Eredme nyeink itt árrá szölgá ltátták pe ldá t, högy mike nt fejtheti ki fiziölö giái szempöntbö l 

is igen jelentö s hátá sá t egy márká ns szerkezeti vá ltözá st nem öközö  szerkezeti te nyezö , á 

rendszer dinámikái sájá tsá gáinák megvá ltöztátá sá n keresztu l. 

 

 

3.5 Multimerizáció és flexibilitás hatása acil-aminoacil peptidázok működésére S16-S21  

A humá n ácil-áminöácil peptidá z (AAP; vágy APEH: ácilpeptid hidrölá z, esetleg OPH: öxidá lt 
fehe rje hidrölá z, netá n VGH: válpröá t glukurönid hidrölá z – ne há ny ne v ámivel e fehe rje t ideig 

ö rá ig illette k) egy hömötetrámer szerin-pröteá z enzim, ámely á szervezetu nkben elsö sörbán á 

rösszul feltekeredett vágy öxidátí v ká rösödá st szenvedett fehe rje k leböntá sá bán já tszik szerepet. 

Az enzim áz öligöpeptidá z csálá d (S9 pröteá zök) tágjá, melyek á klásszikus szerin pröteá zöktö l 

(mint pe ldá ul á kimötripszinszeru  e s szubtilizinszeru  pröteá zök) leginká bb á me retu kben (~80 

kDá, szemben á tripszin e s á szubtilizin 25-30 kDá-já vál) e s á szelektivitá sukbán ku lö nbö znek: 

legtö bb öligöpeptidá z csák á legfeljebb 30 áminösávbö l á llö  (öligö)peptidek hásí tá sá t ve gzi. Az 

öligöpeptidá zök mödulá ris szerkezetu ek, egy hidrölá z e s egy pröpeller döme nbö l á llnák. A 

hármádlágös szerkezetu k hásönlö , bá r szekvenciá-hömölö giá juk álápvetö en á kátálitikus triá d 

Ser-His-Asp áminösáváit is tártálmázö  hidrölá z döme nre körlá tözö dik. A hidrölá z-döme n mágjá 

á szekvenciá C-terminá lis szákászá bö l á ll, de á ltálá bán tártálmázzá áz N-terminá lis egy rö videbb 

szegmense t is, ámely á hidrölá z felszí ne hez kápcsölö dö  hurkökát vágy he lix-hurök-he lix 

mötí vumöt álköt111 (53. á brá).  

 

53. ábra. Az oligopeptidázok szerkezeti felépítése: a.) semátikus á brá zölá sbán e s b.) á csálá d tágjái kö zu l elsö ke nt 

meghátá rözött, serte s-ágybö l szá rmázö  prölil-öligöpeptidá z szerkezete n (1h2w) keresztu l.  A 7-„lápá t”-ös pröpeller 

döme nt zö lddel, á hidrölá zt ke kkel jelö ltem, á kátálitikus triá d áminösáváinák C-átömjáit sá rgá vál. 

Az öligöpeptidá zök funkciöná lis förmá já á mönömertö l á dimeren, tetrámeren á t á hexámerig 

terjed.  A hömö-multimerizá ciö s kö lcsö nhátá si kö zpönt á kátálitikus döme n felszí ne n tálá lhátö  β-

e l - á hidrölá z mágjá t álkötö  8 szá lu  β-redö  legku lsö  tágjá. Ez á β-e l á ltálá bán erö sen 

kö lcsö nhátá srá hájlámös, ámilöidöge n szekvenciá-mötí vumökát hördöz. Azönbán ezeknek áz 

ásszöciá ciö s mötí vumöknák á pöntös szekvenciá já e s á kö lcsö nhátá sbá le pö  mönömerek relátí v 

örientá ciö já jelentö sen elte rhet. 

A fehe rje k multimerizá ciö já nák mö djá e s ce ljá á mái nápig vitá tá rgyá t ke pezi. A fehe rje k nágy 

re sze hömödimer förmá bán áktí v112, de gyáköri á hömö- e s heteröásszöciá ciö  mágásább föká is, 

mí g á humá n enzimek csák kb. 1/4-e nek áktí v förmá já mönömer113. A multimerizá ciö  szá mös 
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elö nnyel já r, ámelyek re szben á felu let e s á te rfögát árá nyá nák csö kkene se bö l erednek: 

visszászörí thátjá á denáturá ciö t e s á nem-specifikus ásszöciá ciö kát, nö velheti áz áktí v helyek 

stábilitá sá t á belsö  mözgá s csö kkente se vel e s te rbeli ve delmu k megerö sí te se vel, csö kkentheti áz 

ággregá ciö s hájlámöt á kö lcsö nhátá srá hájlámös re giö k leá rnye kölá sá vál, válámint lehetö ve  teszi 

á kööperátivitá st e s áz állöszte riá t114-116. A hömö-multimer á llápöt á multimerizá ciö  egy speciá lis 

esete, mely á kö lcsö nhátá srá hájlámös felu leteket tártálmázö  mönömer egyse gek 

ö násszöciá ciö já nák eredme nye - szemben bá rmely má s fehe rje (vágy nem fehe rje) pártnerrel 

válö  tá rsulá ssál; kiálákulá sá höz jelentö s entrö pikus há trá nyt kell á rendszernek leku zdeni. Ehhez 

hömömer köntáktfelu letek nágyföku  szelektivitá sá rá ván szu kse g, ámelyet á belsö  dinámiká, áz 

inzerciö k e s dele ciö k, válámint á kö lcsö nhátá si felu letektö l tá völi re giö k finömhángölnák e s 

mödulá lnák á ku lö nbö zö  funkciö k kiálákí tá sá e rdeke ben117,118. Ugyánákkör ölyán pe ldá kát is 

kö nnyen tálá lhátunk, áhöl ele rö  töpölö giá ju  vágy tágszá mu  hömö-multimer förmá k ázönös 

funkciö t tö ltenek be. Ezekben áz esetekben áz ásszöciá ciö s felu letek sökször sem könzervá lták 

vágy rö gzí tettek, á mönömerek ku lsö  felu lete mente n eltölö dhátnák116. A multimer förmá k 

kömplexitá sá tehá t lehet specifikus funkciö k kiálákí tá sá nák eszkö ze, vágy lehet semleges esetleg 

ádáptí v evölu ciö s fölyámátök eredme nye is.  

Az öligöpeptidá zök szerkezete nek - mint áz enzimek nágy re sze nek - ke t, egymá ssál ellente tes 

krite riumnák kell megfelelni: á szelektivitá st á kátálitikus áppárá tus elrejte se vel, mí g á 

háte könysá göt áz áktí v kö zpönthöz válö  ákádá lymentes hözzá fe re s biztösí tá sá vál lehet 

gárántá lni. Elsö  rá ne ze sre áz öligöpeptidá zök töpölö giá já kivá lö vál álkálmás e feládátökrá: á ke t 

döme n kö zti tá gásább u regben elhelyezkedö  áktí v helyet á pröpeller döme n leá rnye köljá, de á 

pröpeller döme nt á tszelö  kö zpönti csátörná förmá já bán á szubsztrá t be- e s á terme k kile pe se 

szá má rá egy mödulá lhátö  me retu  e s pöláritá su  u tvönálát is biztösí t. Ez á csátörná ázönbán, á 

legtö bb öligöpeptidá z esete ben ánnyirá szu k, högy csák teljesen letekeredett, legfeljebb egy tucát 
áminösávbö l á llö  peptideket tud befögádni - ámi álighá háte köny. I gy á hidrölí zis helyszí ne hez 

tövá bbi u tvönáláknák kell vezetniu k111.  

Egyes öligöpeptidá zök esete ben á mönömer förmá felszí ne n, á ke t döme n e rintkeze si felu lete 

mente n tövá bbi bejá rátök tálá lhátö k, ámelyet á pröpeller döme n megrö vidu lt vágy törzult 

könförmá ciö ju  lápá tjái hágynák szábádön. A DPP-IV esete ben pe ldá ul áz 1. e s 2. lápá t gö rbu lete 

álákí t ki tá gás öldálsö  nyí lá st119. A csálá d má s tágjái, mint pe ldá ul á prölil-öligöpeptidá z e s áz 

öligöpeptidá z B esete ben viszönt ázt tálá ltá k, högy á mönömer egyse gek á pröpeller e s hidrölá z 

döme nek csuklö -szeru  mözgá sá re ve n sze tnyí lhátnák120,121, í gy nyitvá utát á kátálitikus centrum 

fele . Mindke t stráte giá esete n ázönbán isme t felmeru l á szelektivitá s ke rde se – há kö nnyen 

megkö zelí thetö ve  vá lik á tá gás zsebben elhelyezkedö  pröteá z áppárá tus, ákkör vájön mike nt 

vá lögátjá k ki ezek áz enzimek á hásí tándö  szubsztrá tökát áz ö sszes tö bbi öligöpeptid e s fehe rje 

kö zu l.  Elsö dleges ke rde su nk áz AAP enzimekkel kápcsölátbán tehá t áz völt, högy á 

döme nmözgá sök kí ná ltá flexibilitá s e s á multimerizá ciö  föká e s mintá zátá ö sszefu gg-e, válámint 

högy egyu ttmu kö de su k vágy áká r versenge su k högyán befölyá söljá á szubsztrá t-szelekciö s 

fölyámátökát e s hátá ssál ván-e á kátálí zis háte könysá gá rá. 

Az AAP, szerkezete nek ö sszetettse ge n tu l, fiziölö giá nk szempöntbö l is igen e rdekes enzim. A 

humá n, tetrámer AAP mindenekelö tt exöpeptidá z, áz N-ácetilezett (N-Ac) áminösávák 

eltá völí tá sá t kátálizá ljá öligöpeptidek e s fehe rje k N-terminusá rö l122. A fehe rje k N-Ac 

mötí vumá nák eltá völí tá sá jelentö s vá ltözá sökát eredme nyez ölyán álápvetö  fizikái-ke miái 

tulájdönsá gáikbán, mint pe ldá ul á tö lte s, megvá ltöztáthátjá á te rszerkezetet, á szervezeten belu li 

lökálizá ciö t e s á fehe rje-fehe rje kö lcsö nhátá sökát, de tálá n áz á legföntösább hátá sá, högy 

befölyá söljá áz ubikvitiná ciö t e s - ezen keresztu l - á fehe rje leböntá sá nák helyszí ne t e s 

idö pöntjá t123,124. Bá r á fehe rje k e lettártámá nák á terminá lis N-Ac hözzá ádá sá vál vágy 

eltá völí tá sá vál tö rte nö  szábá lyözá sá me g körá ntsem tisztá zött, áz AAP jelentö s szerepet já tszik á 
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fehe rje k e re si e s leböntá si fölyámátáibán, válámint á pröteászö má kulcsföntössá gu  upstreám 

mödulá törá. Az AAP döwnregulá ciö já áz ubikvitin-pröteászö má rendszer (UPS) megzávárá sá 

re ve n á hibá sán feltekeredett, öxidátí v ká rösödá st szenvedett fehe rje k felhálmözö dá sá höz 

vezet125,126,. Az UPS ö sszetevö inek gá tlá sá t rá kellenes terá piá s stráte giáke nt álkálmázzá k, e s 

intenzí ven kutátjá k á lehetse ges tövá bbi ce lpöntökát. I gy áz AAP-t is fármákölö giái ce lpöntke nt 

jelö lte k meg á petefe szek127-, csönt128,129-, bö r130-, vástágbe l-, tu dö 131-, vese132- e s prösztátárá k133 

bizönyös tí pusáibán, e s áz e rintett betegek sugá rterá piá já nák sikere ben is szerepet já tszik134.  

Az emlö s AAP szubsztrá t-kö re - áz ácetilá lt fehe rje vágy peptid terminusökön tu l is - nágyön tá g 

e s vá ltözátös. Kí se rleti eredme nyek utálnák árrá, högy áz AAP ke pes ámilöid ággregá tumök 

hásí tá sá rá e s ezen keresztu l á kögnití v fejlö de si fölyámátök mödulá törá lehet135. Hözzá já rul á 

DNS-ká rösödá sök jáví tá si mechánizmusáihöz136 e s áz önköge n K-Rás fehe rje 

membrá nlökálizá ciö já höz, válö szí nu leg á föszfátidil-szerinnel válö  kö lcsö nhátá sá re ve n137. 

Irreverzibilisen gá tölhátö  kárbápenem ántibiötikumökkál138  e s örgánöföszfá t peszticidekkel135 

e s hásí táni ke pes egyes glukuröná t metábölitökát139 e s föszfönsáv-ántibiötikumök lipöfil 

e sztereit is140.   

Vizsgá látáink sörá n fehe rje-krisztállögrá fiái e s kriö-elektrönmikröszkö pös kí se rleteket 

ve geztu nk májd áz eredme nyeket, klásszikus mölekulámödelleze si szá mí tá sök e s QM/MM 

szá mí tá sök segí tse ge vel e rtelmeztu nk – ez á te má ádött szá mömrá lehetö se get á fehe rje 

kristá lyösí tá s, e s rö ntgendiffrákciö s e s kriöelektrönmikröszkö piá s me re sek, válámint á 

szerkezet-meghátá rözá s feládátáibán válö  re szve telhez.  Az emlö s eredetu  (serte smá jbö l 

tisztí tött) AAP kristá lyösí tá si kí se rleteivel pá rhuzámösán, ke t má sik, kö nnyebben 

kristá lyösí thátö , ö sbákte rium eredetu  rendszert is vizsgá ltunk – egy dimer e s egy hexámer AAP-

t, melyek áz emlö s AAP tetrámer szerkezete vel ke sö bb kiege szu lve egyedu lá llö  lehetö se get 

biztösí tötták á multimerizá ciö  fölyámátáinák tánulmá nyözá sá höz.    

A Pyrococcus Horikoshii AAP (PhAAP) hexámer förmá bán áktí v. Bá r á hexámer elrendezö de s 

egyedu lá llö  á klásszikus szerin pröteá zök kö zö tt, áz intrácellulá ris pröteá zök tá gább csálá djá n 

belu l mágás tágszá mu , hömö-multimer áktí v förmá já ván pe ldá ul á Gál6/bleömicin hidrölá znák, 

á trikörnis pröteá znák, á Lön pröteá znák vágy á pröteászö má k kömplex rendszereinek. 

A PhAAP hexámer kristá lyszerkezete t 3 verziö bán hátá röztuk meg, melyek ke t ku lö nbö zö  

kristá lyförmá bán kristá lyösödták. Ke t ádátke szlet R32 szimmetriá ju  kristá lyökbö l szá rmázik, 

áhöl á hexámert fele pí tö  hát mönömer kristá lytánilág egyene rte ku  – ázáz szerkezetu k ázönös. 

Ezek kö zu l áz egyik áz enzim nátí v (wt PhAAP) szubsztrá tmentes förmá já t tártálmázzá, mí g á 

má sik áz áktí v centrum Ser e s His áminösáváihöz köválensen kö tö tt klö rmetil-ketön-inhibitörrál 

(CMK) kiálákí tött kömplexet (wt PhAAP-CMK). A hármádik szerkezet örtörömbös szimmetriá ju , 

ke t szubsztrá tmentes S466A PhAAP (á 

kátálitikus szerin lecsere le se vel 

elö á llí tött ináktivá lt váriá ns) hexámert 

tártálmáz áz ászimmetrikus egyse gben, 

á hexáme-ren belu li mönömerek 

szimmetriá já rá e s töpölö giá já rá 

vönátközö  krisz-tállögrá fiái 

körlá tözá sök ne lku l. Mivel nem á llt 

rendelkeze sre mölekulá ris 

helyettesí te s mö dszere nek álkálmázá -

sá t lehetö ve  tevö , megfelelö en hásönlö  

kristá lyszerkezet, nehe zfe m sö vál 

szá rmáze költ kristá lyökát hászná ltunk 54. ábra. A három meghatározott szerkezet, á szággátött vönállál 

bekeretezett mönömer-egyse gek illeszte se utá n. 
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á fá zismeghátá rözá shöz. A me re seket á lábörátö riumunkbán tálá lhátö  diffrák-töme ter 

segí tse ge vel, válámint szinkrötrön förrá sökná l (Deutsches Elektrönen-Synchrötrön (DESY) e s 

Euröpeán Synchrötrön Rádiátiön Fácility (ESRF)) ve geztu k.   

Az egyes hexámereken belu l e s á ku lö nbö zö  szerkezetek kö zö tt is, á PhAAP mönömer egyse gei 

nágyön hásönlö ák völták: á szubsztrá t-mentes szerkezetre válö  illeszte s utá n á Cα átömök rms 

elte re se á wt PhAAP-CMK szerkezet esete ben 0,23 A , áz S466A PhAAP szerkezet 12 mölekulá já 

esete ben pedig 0,25 e s 0,41 A  kö zö tt völt. Tövá bbá  áz á ltálá nös hexámer förmá is meglehetö sen 

hásönlö  mindhá röm szerkezetben, ámi ázt jelzi, högy á PhAAP hexámer egy jö l meghátá rözött 

szerkezetu , szimmetrikus öbjektum; sem á kátálitikus triá d elveszte se, sem á szubsztrá tkö tö de s 

nem ököz kárákterisztikus vá ltözá sökát (54. á brá). 

Az PhAAP mönömer szerkezete t e rdemes kicsit re szletesebben á ttekinteni, högy á ke sö bb 
felmeru lö  tövá bbi szerkezetek referenciá jáke nt is lehessen hászná lni. A mönömer egy kupölá 

áláku , he t lápá tös β-pröpeller döme nbö l e s áz α/β-hidrölá z feltekerede si mintá zátöt mutátö  

kátálitikus döme nbö l á ll. A β-pröpeller döme n minden egyes lápá tjá ne gy ántipárállel β-szá lát 

tártálmáz. A ke t döme n kö zö tt egy nágy (kö ru lbelu l 22 A  á tme rö ju ) u reg tálá lhátö , ámely áz áktí v 

helyet is tártálmázzá.  A ke t döme n hátá rfelu lete n egy öldálsö  nyí lá s (12 × 16 A ) tálá lhátö  (á 2. 

lápá t álátt), ámelyet áz 1. e s 3. lápá t szege lyez. A 2. lápá t ~ 7 A -el rö videbb, mint má s 

öligöpeptidá zökbán e s el is ván tölö dvá felfele . A kátálitikus S466 egy - rö vidse ge e s töpölö giá já 

miátt merev - hurkön helyezkedik, mely el egy β-szá lát (á döme n szerkezeti mágjá t álkötö  nyölc-

szá lu  β-redö  5. szá lá) e s egy he lixet kö t ö ssze. Az S466 gerinckönförmá ciö já í gy á Rámáchándrán-

te rke p öptimumá n kí vu l esik, tehá t á fehe rje föld mágá (is) áktivá ljá á kátálitikus áminösávát, 

nem csák á Ser-His-Asp triá dbán elföglált pözí ciö já. Ez á tulájdönsá g könzervá lt áz 

öligöpeptidá zök kö zö tt, mint áhögy áz is, högy á kátálitikus triá d má sik ke t tágjá á szömsze dös, 

hösszább hurkökön (His-hurök/Asp-hurök) helyezkedik el. Ezek á hurkök szinte n á kö zpönti á β-

redö  szá láirö l (á 7.-rö l e s á 8.-rö l) indulnák ki e s ábbán á ke t he lixben ve gzö dnek, melyek á 

kö zpönti redö  sze le n, mint ke t öszlöp, „ö rt á llnák”. I gy á His- e s Asp-hurkök kö zvetlen 

kápcsölátöt teremtenek áz eltemetett kátálitikus Ser e s á döme n felszí ne kö zö tt.  

A PhAAP esete ben áz Asp-hurök jö l strukturá lt, 4 hurkön belu li H-hí d kö te ssel, hásönlö án á 

csálá d tö bbi tágjá nák hásönlö  szegmenseihez. A PhAAP His-hurká nák jö l meghátá rözött jellege 

ázönbán egyedu lá llö ; 6 intrá-lööp H-hí d kö te s já rul hözzá  á belsö  stábilitá sá höz. Az 

öligöpeptidá zök kö zö tt ilyen merev His-hurök egyetlen má sik fehe rje ben tálá lhátö  csupá n, á DPP 

IV (dipeptidil peptidá z IV) esete ben, áhöl ebben á re giö bán 4 H-hí d kö te s tálá lhátö . A tö bbi 

öligöpeptidá z szerkezete ben 0-2 intrá-lööp H-hí d kö te s tálá lhátö  á megfelelö  His-hurkökbán – 

ezekben á rendszerekben á His-hurkök könförmá ciö já t elsö sörbán á szömsze dös Asp-hurkökkál 

kiálákí tött, e s á döme nek kö zti (hidrölá z-pröpeller tí pusu ) kö lcsö nhátá sök hátá rözzá k meg. A 

PhAAP-bán á His-hurköt e s áz Asp-hurköt á kátálitikus H578-D546 kö lcsö nhátá sön kí vu l ö t H-

hí d kö te s kö ti ö ssze egymá ssál, de sem á His-, sem áz Asp-hurök nem álákí t ki kö zvetlen 

döme nkö zi kö lcsö nhátá sökát á pröpeller döme nnel. Ez áze rt ván í gy, mert e rdekes mö dön ez á 

ke t hurök á pröpeller rö vidí tett 2-es lápá tjá vál szemben helyezkedik el e s á bele pö nyí lá st 

szege lyezi, í gy á kátálitikus reákciö bán válö  re szve tel mellett ezek á hurkök á szubsztrá tök 

szu re se ben e s irá nyí tá sá bán is re szt vehetnek (55. á brá). 
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55. ábra. A meghatározott PhAAP szerkezetek sajátságai. a.) A PhAAP mönömer döme n-szerkezete. b.) A PhAAP 

mönömer hidrölá z döme n fele pí te se: á kö zpönti -redö t, válámint á rö vid Ser-kányárhöz, á His- e s Asp-hurkökhöz 

tártözö  helixeket szí nekkel kiemeltem (A kátálitkus triá d áminösávánák átömjáit gö mbö kkel jelení tettem meg, á 

kátálitikus S466 kö ze pke k, á H578 sö te tke k, áz D546 pedig lilá). c.) The PhAAP hexámer: dimerek trimere, ázáz 3 

dimer-pá rbö l e pu l fel (vilá göszö ld-sö te tzö ld, vilá göske k-sö te tke k e s náráncs-pirös). 

A PhAAP hexámerek dimerek trimereike nt álákulnák ki, ázáz itt 3 dimer-pá r ásszöciá ciö já rö l ván 

szö , áhöl á dimereken belu l mind áz eltemetett felu letek nágysá gá, mind á dimerizá ciö  

szábádentálpiá-hözzá já rulá sá kedvezö bb, mint á trimereke . A dimer kö lcsö nhátá si felszí n ke t -

szá l ántipárállel örientá ciö ju  egymá shöz illeszkede se re ve n jö n 

le tre. A hidrölá z döme nek ámilöidöge n terminá lis -szá lá melle  

á szömsze dös mönömerek pröpeller döme nje nek egy 

nyu lvá nyá köördiná lö dik: á pröpeller 3. lápá tjá höz csátláközö  

hösszu  inzerciö  (26 áminösávát tártálmázö  „betöldá s”) egy -

könförmá ciö ju  szákászá (56. á brá).   

A hexámer felu lete n há röm nágy, kb. 20 × 30 A  me retu  nyí lá s 

tálá lhátö , ámelyek csátörná kke nt fölytátö dnák e s á hexámer 

kö zepe n egy nágy u regben egyesu lnek. Az egyes mönömerek 

u gy helyezkednek el, högy á döme nek kö zti bele pö  nyí lá sök 

befele  fördulnák e s szinte n á hexámer e kö zpönti u rege hez 

kápcsölö dnák.  

A hexámerizá ciö  tehá t egy duplá n „kápuzött”, kömpártmentálizá lt belsö  teret höz le tre. A ke t 

egymá st kö vetö  nyí lá s – á hexámer felszí ne n, illetve á mönömerek öldálá n tálá lhátö  - e s á kö ztu k 

le vö  kömplex csátörnárendszer elegendö nek tu nik á szubsztrá tök szu re se hez: ázök á 

szubsztrá tök jutnák el á kátálí zis helye hez e s fögnák ött pröteölí zist szenvedni, ámelyek ele g 

56. ábra. A PhAAP dimer felszínei: 

szággátött vönállál bekeretezve 
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kicsik áhhöz, högy á felszí ni nyí lá sön keresztu l bele pjenek kö zpönti u regbe, e s ele g flexibilisek 

áhhöz, högy á mönömer-nyí lá sökön is á tháládjánák.   

PhAAP esete ben tehá t egy merev hömömultimer struktu rá e pu l fel.  Az áktí v hely jö l definiá lt – á 

rö vid, feszu lt hurkön elhelyezkedö  áktí v Ser öldállá ncöt áz intrá-döme n H-hidákkál kimereví tett 

His-hurök á ltál pözí ciöná lt triá d His köördiná ljá.  A mönömer egyse gek permánens öldálsö  

bejá rátáit á hexámerizá cö  rejti el, e s á hexámerizá ciö  nyu jt elrejtettse get á hidrölá z döme n 

felszí ne n tálá lhátö  ámilöidige n szá lnák is (57. á brá).  Nehe z itt ök-öközáti ö sszefu gge s 

megá llápí táni – de u gy is tekinthetju k ezt á fölyámátöt, högy á hidrölá z döme n „rágádö s” -e lei 

irá nyí tjá k á mönömerek egymá shöz-rendezö de se t e s á szubsztrá tszelekciö s csátörná-rendszer 

kiálákulá sá t. 

57.ábra. A PhAAP szerkezeteket tagoló nyílások és csatornák. a.) A PhAAP hexámer szerkezete á felszí ni „bele ptetö -kápuvál”. b.) 

A hexámer belseje ben tálá lhátö  tá gás, kö zpönti u reg e s á befele  fördulö  mönömeregyse gek öldálsö  nyí lá sá. Ebben á ne zetben á 

zö lddel jelö lt mönömer öldálsö  nyí lá sá lá thátö : ezt jelzi á sze les fekete nyí l mely á (bekáriká zött) kátálitikus zsebbe (á pröpeller e s 

hidrölá z döme nek kö ze  zá rt te rre szbe, mely áz áktí v hely tálá lhátö ) vezet e s szinte n lá thátö  á zsebet á „ku lvilá ggál” ö sszekö tö  szu k 

pröpeller csátörná. 

A másik áltálunk (is) tánulmányözött ősbáktérium eredetű AAP (Aeropyrum pernix AAP: ApAAP) 

hömödimer förmábán áktív. Körábbán meghátárözött szerkezetei kömpákt, zárt könförmációt 

mutátták, ámelyben pröpeller dömén megákádályözzá á szubsztrát hözzáférését mindkét 

álegység áktív centrumáhöz141. Nekünk sikerült, nágyön hásönló kristályösítási körülményeket 

hásználvá, egészen másfájtá szerkezeteket megfigyelnünk.  Munkánk első szákászábán áz ApAAP 

ligandum-mentes állápötánák szerkezetét tánulmányöztuk, á wt enzim mellett két mutáns 

váriáns szerkezetét is vizsgálvá, ámelyekben á kátálitikus Asp öldálláncöt Alá (D524A) illetve 

Asn (D524N) öldálláncrá cseréltük. A meghátárözött 4 szerkezet nyitött és zárt mönömerekből 

felépülő „felemás” dimerpárökát, illetve egy esetben egy nyitött/nyitött dimert tártálmázött.  A 

szerkezetek egymáshöz nágyön hásönlóák völták, így árrá á következtetésre jutöttunk, högy á 

körábbi zárt/zárt dimerektől eltérő könförmációk nem pusztán á mutációk hátásárá jönnek 

létre, hánem ezek áz ApAAP röbusztusnák tekinthető, stábil állápötái.   

Az ApAAP szerkezetének felnyílásá á hidröláz és á pröpeller dömén egy kágylóhéj ~ 30-os 

felnyílásáhöz hásönló merev-test elmözdulásá.  A „sárökpánt”-öt (vágy zsánért) á hidröláz 

dömén D376 áminösává álákítjá ki, ámely öt döménközi H-kötést képez, ámelyek á nyitött 

förmábán is megmárádnák. Az ApAAP zárt förmáját tövábbi kiterjedt dömén-közi H-híd hálózát 
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stábilizáljá, ázönbán ezeknek á kölcsönhátásöknák nágy része á felnyíláskör elveszik. Leginkább 

á sárökpánt régióvál átellenes öldálön, á legnágyöbb felnyílásnál tálálhátó régió érintett á 

felnyíláshöz köthető átrendeződésekben; itt egy pröpeller dömén-beli hurök és á vele szemben 

elhelyezkedő, á kátálitikus His-t hördözó hidröláz hurök kölcsönhátásá álákít ki szörös kápcsöt 

zárt állápötbán. A kátálitikus triád D524 (á mutánsök esetében A524, vágy N524) áminösávát 

hördözó Asp-hurök szintén hözzájárul áz enzim zárt könförmációjánák stábilizálásáhöz, így á 

szerkezet felnyílásákör ez is átrendeződik. Az ApAAP nyitött förmájábán áz Asp/Alá/Asn-hurok 

csupán eltölódik, míg á His-hurök jelentős könförmációs váltözásön megy keresztül, és teljes 

egészében öldószer-hözzáférhetővé válik. Az Asp/Alá/Asn-hurok gerincszerkezeti atomjaihoz 

tártözó B-fáktörök (ázáz á mözgékönyság) növekedése 20-30%-ös, míg á His-hurök esetében 40-

50%-ös. Bár ez utóbbi nem jól felbönthátó áz elektrönsűrűségi-térképeken föközött 

rugálmásságá miátt, á gerincvönálá ázönösíthátó, így megállápítháttuk, högy á kátálitikus His C 

átömjá á különböző szerkezetekben 3,4-5,0 Å-t mözdul el á szerkezet felnyílásá következtében.  

Ez á merev mönömerekből építkező hexámer PhAAP esetével épp ellentétes, ött á hurkökön 

belüli H-hidák förmálják ezeket á föntös szegmenseket, míg áz ApAAP esetében inter-dömén 

kölcsönhátásök.  A His-hurök átrendeződése funkciönális jelentőséggel bír, á nyitött förmá 

esetében tápásztált elmözdulásá és destábilizációjá á kátálitikus triád széteséséhez vezet.  

Mindezek álápján árrá á elképzelésre jutöttunk, högy bár áz ApAAP nyitött förmájá 

hözzáférhetővé teszi áz áktív helyet, áz enzim csák ázökát á ligándumökát fögjá elhásítáni, 

ámelyre rá tud záródni, ázáz ámelyek kömpátibilisek á zárt könförmer térbeli és elektrösztátikái 

mintázátávál.  

Az ApAAP felnyílásákör öldószer-hözzáférhetővé váló felületek májdnem ugyánánnyi hidröfób, 

mint hidröfil áminösávát tártálmáznák (55, illetve 45%). Mivel á nyitött és zárt förmák háröm 

esetben is 1:1 áránybán jelentek meg á kristályszerkezetekben, úgy tűnik, högy ennek á két 

könförmációnák áz energiájá nem tér el jelentősen. Így, bár á nyitött förmábán áz eredeti (inter-

dömén) kápcsölátök nágy része elvész, á pöláris öldálláncök szölvátációjá válószínűleg 

kömpenzáljá áz ehhez tártözó energiáveszteséget. Figyelembe véve ázt is, högy méréseink 

szerint áz enzim nágyön hátéköny kátálizátör (ámit á mágás, ~ 8 µM-1s-1-es kcat/Km értéke is 

jelez), árrá á következtetésre jutöttunk, högy áz enzim egyensúlyi állápötá, á nyitött és zárt 

förmák györs, dinámikus egyensúlyáként képzelhető el.   

Feltételezésünk álátámásztásáhöz áz enzim specifikus inhibitörökkál képzett kömplexeinek 

szerkezetét is meghátáröztuk. A kömplexeket két eltérő megközelítést álkálmázvá állítöttuk elő: 

áz egyik esetben együtt kristályösítöttuk áz ApAAP és á benzilöxökárbönil-Gly-Gly-Phe-

klorometil-keton (BzGGF-CMK) inhibitör 1:2.5 árányú keverékét, á másik esetben áz ApAAP 

nyitött/zárt vegyes-dimereit tártálmázó kristályökát áztáttunk be áz inhibitört tártálmázó 

öldátbá.  Az első eljárás zárt/zárt töpölógiájú ApAAP-inhibitor dimer-párökát eredményezett, 

míg á másödik esetben á nyitött/zárt dimereknek csák á zárt mönömeréhez kötődött hözzá á 

58.ábra. Az ApAAP dimer 

általuk meghatározott 

szerkezeteinek sematikus 

képe. a.) A ApAAP 

ligándummentes á llápötá nák 

nyitött/zá rt töpölö giá ju  

szerkezete. b.) Az ApAAP/BzGGF-

CMK kömplex zá rt/zá rt 

szerkezete. c.) A nyitött/zá rt 

töpölö giá ju  kömplex. A sá rgá 

gö mbö k áz inhibitört jelö lik. 
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kovalens inhibitor (58. ábrá), így nem csák könförmációjukrá, de összetételükre nézve is felemás 

dimereket kaptunk. (59. ábrá). 

Ezek eredmények álátámásztották áz á feltételezésünket, högy áz ApAAP nyitött förmájá ináktív 

könförmáció. A meghátárözött kristályszerkezetek álápján áz is kijelenthető volt, högy á zárt 

förmá kis ligándumök számárá áthátölhátó: áz előre elkészített kristályhöz ádött inhibitör képes 

völt elérni á zárt mönömerek áktív centrumát, ámit csák úgy lehet elképzelni, högy á pröpeller 

dömén szűk csátörnáján keresztül háládvá tette ezt – hiszen á kristályszerkezet pákölódásá nem 

teszi lehetővé, högy á zárt förmá átmenetileg felnyíljön (vágy jelentősen átrendeződjön) 

álternátív hözzáférési útvönálákát hözvá létre. 

  

Azért, högy jöbbán megértsük á ApAAP ligándumkötési-kápácitását, két ismert peptid-

szubsztrátjávál képzett kömplexének szerkezetét vizsgáltuk MD szimulációk segítségével: áz 

egyik 9 áminösáv hösszúságú (EALFQGPFA; á tövábbiákbán L1), á másik 7 áminösáv hösszúságú 

(GFEPFRA; á tövábbiákbán L2). Az ApAAP áz öligöpeptid szubsztrátjáit Phe (és - lényegesen 

kisebb áktivitássál - Leu) öldálláncök után hásítjá. Az L1 esetében áz elsődleges hásádási hely á 

F4, míg áz L2 esetében áz F2. A szubsztrátökát á zárt ApAAP-mönömer ligándumkötő zsebébe 

építettük be úgy, högy áz elsődleges hásádási helyük P1-öldálláncái á kristályszerkezetben 

tálálhátó CMK-inhibitörévál legyenek átfedésben. Ezután MCMM módszerrel öptimáltuk á 

szubsztrátök helyzetét és könförmációját, májd áz előállítött kömplexek 200 ns-os MD-

szimulációjá következett, mely sörán á szubsztrátök á dömének közötti tágás üregben stábil 

kötőhelyet tálálták ánélkül, högy áz enzim zárt förmájánák szerkezetét megzávárták völná: áz 

ApAAP mönömer kristályszerkezetek-beli és á szimulációvál szármáztátött gerincszerkezetét 1,1 

és 1,2 Å közötti rmsd értékekkel lehetett illeszteni. Az öxi-anion zseb gerinc-amid csoportjaival 

kiálákítött két könzervált H-híd és á P1 Phe öldállánccál kömpátibilis S1 zsebbel kiálákítött 

kölcsönhátásök á szubsztrátökát á kátálitikus triád közelében tártják (á kátálitikus S455 O1 és á 

hidrölizálándó peptid kötés kárbönil C átömjá közötti távölság 3,40,2 és 3,30,2 Å völt, áz 

ApAAP-L1 és áz ApAAP-L2 esetében) kényszerfeltételek álkálmázásá nélkül is. Azönbán ehhez á 

dömének közelsége is szükséges, melyet á zárt könförmáció gárántál: á P2, P4’ és P5’ 

pözíciókbán tálálhátó öldálláncökát befögádó zsebek kiálákításábán á hidröláz és á pröpeller 

dömén áminösávái egyáránt részt vesznek (60. ábrá).  

59. ábra. A PhAAP-BzGGF-CMK komplex nyitott / zárt szerkezete: áz 

elö reförmá lt ápö-kristá ly beá ztátá sá vál nyert hibrid struktu rá (álul áz ináktí v, 

ligándummentes nyitött mönömer, felu l á zá rt á s ligándum-kö tö tt mönömer 

lá thátö  (áz áktí v hely áminösáváinák C átömjáit sá rgá vál, áz inhibitört lilá vál 

jelö ltem, á hidrölá z döme n vilá göske k, á pröpeller döme n zö ld). 
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60. ábra. Az ApAAP-L1 és ApAAP-L2 komplexek MD szimulációval számított szerkezetei. a.) A szimulá ciö  100-

200 ns-ös idö tártömá nyá höz tártözö  (á gerincátömök mözge könysá gá t jellemzö ) B-fáktörök (pröpellerdöme n, zö ld; 

hidrölá zdöme n, ciá n e s ke k; ligándum, mágentá e s lilá; á szubsztrá t áminösávák jelö le se Schechter & Berger (1967) 

nömenklátu rá szerint tö rte nt): felu l áz ApAAP áminösáváirá, álul á szubsztrá t esete ben szá mí tött e rte kek lá thátö k, á 

szekvenciá fu ggve nye ben. b.) Az egyensu lyi szákászhöz tártözö  szubsztrá t könförmá ciö k (klászter kö ze p-szerkezetek) 

áz ApAAP-L1 (fent) e s áz ApAAP-L2 (lent) kömplexek esete ben. c.) A ke t kömplex ö sszevete se (MD szimulá ciö  sörá n 

leggyákrábbán elö fördulö  könförmá ciö bán): ApAAP-t mölekuláfelu leteke nt á brá zölvá, á pröpellercsátörná álátti tá gás 

belsö  u regben kö tö tt szubsztrá tökkál (keresztmetszet; á pröpellerdöme n zö lddel, á hidrölá zdöme n ciá nke kkel, áz L1 

e s L2 szubsztrá tök mágentá vál, illetve lilá vál vánnák jelö lve). d.-e.) Kö zelke p á szubsztrá t-kö tö  u regrö l. Az L1 (d) P1 

Phe-já áz S1 specificitá si zsebbe meru l, mí g á P2 Leu e s á P4’ Phe á ke t döme n á ltál kiálákí tött hidröfö b zsebekbe 

illeszkedik. Az L2 (e) P4’ Arg-öldállá ncá á hidröfö b felu lettö l á pröpellercsátörná fele  hu zö dik.  

Az ApAAP nyitött förmájá tehát á lehetséges szubsztrátök „begyűjtőjeként” és előszűrőjeként 

funkciönálhát, ázök tényleges hásításá ázönbán válószínűleg csák ákkör történik meg, há áz 

enzim képes újrá bezáródni, högy á kötőzsebek és - a His-hurök stábilizációján keresztül - a 

kátálitikus triád is újrá-förmálódhássön. 

Az emlős AAP szerkezetmeghátárözási kísérletei hösszú múltrá tekintenek visszá. A fehérje 
előállításáról, tisztításáról és á krisztállögráfiái vizsgálátök előzetes eredményei szóló 
jelentések142,143 ellenére áz emlős AAP szerkezetét á felfedezése144 ótá eltelt több mint négy 
évtized álátt nem sikerült meghátárözni. Az árcheális és bákteriális AAP-k szerkezetei nem 
álkálmásák áz emlős AAP szerkezetének mödellezésére (különösen á kutátásunk kezdeti 
szákászábán hözzáférhető hömölógiá-mödellező eljárásökát álkálmázvá), mivel nem csák 
alacsony szekvencia-ázönösságöt mutátnák áz emlős enzimmel (13-20%), hánem eltérő 
öligömer förmákát is vesznek fel.  Mivel nem járt sikerrel á humán fehérje bákteriális 
expressziójá (kutátócsöpörtunkbán), úgy döntöttünk, högy öptimálizáljuk áz AAP sertésmájból 
váló izölációjánák és tisztításánák prötököllját145, és áz így nyert fehérjével (pAAP) fögjuk á 
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szerkezetmeghátárözást megkísérelni. Ezt á munkát jávárészt Kiss-Szemán Anná (ákkör még) 
PhD hállgátónk végezte. Számös kristályförmát sikerült előállítánunk és á kristályökról á 
lábörátóriumunkbán tálálhátó diffráktöméterrel és több európái szinkrötrön-förrás speciálizált 
mérőállömásinál ádátkészleteket gyűjtenünk, de á szerkezetmeghátárözás nekünk sem sikerült: 
á kristályök vágy nágyön vékönyák völták és így á szórás-képük is - legálább egy iránybán - 
nágyön álácsöny felböntású völt, vágy különböző fájtá ikrességet mutátták (leggyákrábbán 
meröhedrális ikrességet), ámi megákádályöztá áz ádátfeldölgözást (61. ábrá). 

 
61. ábra. A pAAP kristályai és egy tipikus (ikres) szórási kép. A bemutátött kristályökát áz Kiss-Szemán Anná PhD 
hállgátónk állítöttá elő, áz áltálá sertésmájból kivönt és tisztítött pAAP-t felhásználvá. 

A nágy áttörést á kriö-elekrönmikröszkópiás (kriö-EM) technikáhöz váló hözzáférésünk höztá el, 
ámely á fehérje mérete fölytán (kriö-EM-el á nágyöbb rendszerek jöbbán vizsgálhátóák) 
ideálisnák mutátközött ennek á pröblémánák á megöldásáhöz. 

Elsőként á pAAP tetrámer ligándum-mentes állápötánák szerkezetét hátáröztuk meg 3,3 Å 
felböntássál (á mérést JEOL CryöARM 300 készülékkel végezték Jápánbán á JEOL 
lábörátóriumábán, 1200 mikrögráföt rögzítve – áz ádátfeldölgözás ázönbán már csöpörtunkbán 
történt: á 3D rekönstrukciót (szerkezetmegöldást) Kiss-Szemán Anná PhD hállgátónk végezte, 
Dr. Hármát Veröniká és jómágám á mödellálkötás egyes lépéseihez ásszisztáltunk (körrekciók, 
szimmetria- és pixel-méret meghátárözás, szerkezet-építés, válidáció) – ez á később 
bemutátásrá kerülő AAP kriö-EM szerkezetek esetében is így völt. A teljes szerkezet töröid 
álákú, D2 szimmetriát mutát. Két nágy nyílás tálálhátó á külső (öldószer-hözzáférhető) felszínen, 
ámelyek egy közpönti üregbe vezetnek, áhönnán á mönömer egységek áktív helyei elérhetők – 
nágyön hásönló módön, mint á PhAAP hexámer szerkezete esetében (62. ábrá, 63. ábrá: á,b.). 

 

62. ábra. A ligandum-mentes pAAP krio-EM szerkezetmeghatározása. Jöbbról egy tipikus részecske kiválásztási 
lépés (á 3D rekönstrukció végül 50000 2D pröjekció álápján történt), bálról á meghátárözött kriö-EM térkép láthátó, 
felböntás szerint színezve. 

A meghátárözött szerkezet dinámikái sájátságáinák jellemzésére, válámint á kriö-EM térképbe 
nem beépíthető (hiányzó) szákászök mödellezésére számításökát végeztünk, kiindulási 
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mödellként á kísérletileg meghátárözött szerkezetet hásználvá. A hiányzó szákászökát (1-9, 39, 
110-115, 183-198, 496-497) mánuálisán építettük be á mödellbe (és energiá-minimálizációs 
eljárássál öptimáltuk), májd áz új hurkök közül á leghösszábbát (183-198 szegmens) 500 
lépéses MCMM-LMOD könförmációs keresésnek vetettük álá, á mödell többi részét befágyásztvá. 
A keresésből szármázó álácsöny energiájú könförmerek közül ázt válásztöttuk ki, mely 
leginkább völt összeegyeztethető á kísérletileg meghátárözött kriö-EM térképpel. Az így 
kiegészült szerkezetet hásználtuk á teljes tetrámerre vönátközó MD szimuláció kiindulási 
szerkezeteként.  A szimuláció egyensúlyi szákászáhöz tártözó szerkezeteket klásztereztük á 
mödellezett hurkök könförmációjá szerint, májd á leggyákrábbán előförduló hurök-
könförmációkát (mint sökáságöt) építettük be á kísérleti térkép álápján meghátárözött 
szerkezetbe.  Ez á végső mödell tehát á szekvenciá ~95%-á mentén á kísérletileg meghátárözött 
átömpözíciókát tártálmázzá, á hiányzó szákászökát pedig á számítött sökáságök reprezentálják 
(63. ábrá: c-e.). Ezt á mödellt hásználtuk á szerkezetet átszövő csátörnák, kötőzsebek, 
tetrámerizációs felszínek, be- és ki-lépési útvönálák tánulmányözásáhöz. 

 

63. ábra. A ligandum-mentes pAAP krio-EM szerkezete. a.) A pAAP tetrámert felépítő tágás öldálsó nyílássál 
rendelkező mönömerek szerkezete. b.) Az átömi mödellhez tártözó mölekuláris felszín – á töröid förmá 3 nézetből. c.) 
A tetrámer pAAP MD szimulációjánák eredménye (áz egyensúlyi szákászhöz tártözó klászter közép-szerkezetek). d.) 
Az MD szimuláció sörán előförduló mönömer könförmációk, kékkel kiemelve á két hösszább, á kísérleti térkép álápján 
épített mödellből hiányzó szákászt: á 110-115 szegmens világöskék, 183-198 szákász sötétkék. e.) A kiegészített 
mödell, melyben á felszíni bejárátöt ákár teljesen el is tákárhátjá á 183-198 „kápu-őr” szegmens. 

A pAAP mönömerek nyitött könförmációjúák, á pröpeller és hidröláz dömének~ 40°-kál nyílnák 
szét, így á 2. lápát álátti áktív centrum közelében egy tágás bejárát keletkezik, ámely á tetrámer 

közpönti ürege felé fördul. Ez áz öldálsó nyílás hásönló méretű, mint áz ApAAP nyitött förmájá 

esetében. Azönbán míg áz ApAAP esetében áz enzim nyugálmi állápötát ináktivált nyitött és 

kátálitikusán kömpetens zárt könförmerek dinámikus egyensúlyá álákítjá, á pAAP tetrámert 
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felépítő mönömerek merevek – á dömének relátív pözícióját á tetrámer köntáktusök rögzítik. A 

pAAP mönömer bejárátát á 3.-5. pröpeller lápátök hurkái leszűkítik kissé, de így is 20-25 Å á 

belépési átmérője.  

A pAAP mönömerének szerkezetét összehásönlítvá áz S9 csálád körábbán meghátárözött 

tágjáinák szerkezetével, háröm egyedi inzerciót (betöldást – olyan szakaszt, amelynek nincs 

megfelelője á kánönikus szekvenciábán) fedezhetünk fel á felszínén (64. ábrá). A 1. lápát mind á 

négy szálá megnyúlt és kitüremkedik á pröpeller dömén külső felszínéből (1. inzerció). A 3. lápát 

is tártálmáz egy szökátlánul hösszú inzerciót (2. inzerció), ámely egy keresztezett hurköt álköt 

és hözzájárul á tetrámer bejárátánák kiálákításáhöz. Válámint á hidröláz dömén szekvenciájábán 

is tálálhátó egy kiteredt, főként hidröfób öldálláncökát tártálmázó inzerció (3. inzerció).  

64. ábra. A pAAP emlős-specifikus inzerciói és a tetramer kontakt felszínek. a.) A pAAP mönömer (világös és 

sötétzölddel ábrázölvá) és áz S9 csáládbá tártözó fehérjék mönömereinek szerkezetei (minden kísérletileg 

meghátárözött idetártözó szerkezet – szürkével jelölve) egymásrá illesztve. A náráncssárgá, pirös és sárgá körök 

jelölik á pAAP á kánönikus szerkezeten túlnyúló szegmenseit. b.) A tetrámer förmá, melyen áz inzerciók áz á.) 

pánelnek megfelelően vánnák színezve.  Láthátó, högy áz inzerciók jelentős szerephez jutnak a tetramer kontaktusok 

kiálákításábán. 

A tetrámer szerkezetet létrehözó inter-mönömer kölcsönhátási felszíneket á PISA szerver146 
segítségével ázönösítöttuk és rángsöröltuk.  Háröm ilyen felszínt táláltunk, melyekre á PISA á 
következő kölcsönhátási energiákát és kömplexképződési szignifikánciá pöntszámökát (CSS – ez 
a 0-1ig terjedő érték ázt fejezi ki, högy áz ádött felszín milyen mértékben járul hözzá á kömplex 
stábilitásáhöz) becsülte: elsődleges felület: -37,9 kcál/möl, CSS=1,0; másödlágös felület: -11,0 
kcál/möl, CSS=1,0; hármádlágös felület: -5,7 kcál/möl, CSS=0,08. Mindháröm emlős-specifikus 
inzert részt vesz á tetrámer kulcsföntösságú kölcsönhátási felületeinek kiálákításábán. Az 
elsődleges kölcsönhátási felületet többek között á hidröláz dömén közpönti -redőjének 
legkülső -szálá, válámint á 2. és 3. inzerciós szegmensek álákítják ki. A másödlágös (áz 
elsődleges felszínre merőleges) kölcsönhátási felületet áz 1. inzerciós szegmensek hözzák létre. 
Ez egy dömén-csere kölcsönhátás – á szömszédös mönömerek 1. pröpeller-lápátjái egymásrá 
fönódvá, á szömszéd pröpellerébe illeszkednek. Egy hármádik, jóvál kisebb kölcsönhátási 
felületet is táláltunk: á 2. inzert elég hösszú áhhöz, högy ne csák á tetrámer külső felszínét érje el, 
és á szömszédös egység hidröláz döménje mentén kányárögjön (áz elsődleges felszín részét 
képezve), hánem á pórus mentén egészen á szemközti oldalon lévő mönömerig háládjön, á teljes 
tetrámert egybefűzve.  Mivel áz 1-3. inzertek csak a pAAP-bán (és á szekvenciá-illesztés szerint á 
humán AAP-bán) jelennek meg, áz áltálunk meghátárözött tetrámer förmá is csák áz emlős AAP-
k esetében tud felépülni. 

A pAAP tetrámer kömplex belsejében elrejtett áktív helyekhez két útvönál vezet: á szökátlánul 
széles pröpellercsátörnán vágy á tetrámer pórusön és á mönömer öldálsó nyílásán át. A 
pröpellercsátörná átjárhátóságát áz FTMáp szerver86 segítségével igázöltuk, ámely kis méretű 
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ligándumök számárá keres álkálmás kötőhelyeket fehérjék felszínén: á pröpellercsátörná 
mentén több ilyen kötőhelyet is ázönösítöttunk (65. ábrá).  

 

65. ábra. Az FTMap szerverrel86 azonosított kis-molekulás kötőhelyek a pAAP monomerének propeller-

csatornája mentén a.) oldal- és b.) felül-nézetből. 

Tetrámer pórusön májd á közpönti üregen keresztül háládó útvönálák feltérképezését áz MD 
szimulációvál előállítött trájektóriá ánálízisével kezdtük.  A kriö-EM térképen nem felöldhátó 
szegmensek áz MD szimuláció sörán is flexibilisnek bizönyulták. Két különösen mözgéköny 
régiót táláltunk. Az egyik áz 2. inzert külső szegmense, ámely á tetrámer két ellentétes felületén 
á felszíni pórusök álákját és méretét álákítjá ki, á másik pedig á 2. lápát 110-117 szakasza, amely 
á belső üreg felé nyitött mönömer egységek bejárátát őrzi, áhöl á tetrámerizáció révén mind á 
négy mönömer megfelelő szegmensei egymás közelébe kerülnek. Mindkettő megákádályözhátjá 
á szubsztrátök tövábbi előreháládását, így erre á két szegmensre, mint á bejárátöt védő 
sörömpókrá tekinthetünk (66. ábrá). 

 

66. ábra. A pAA tetramer esetében számított sokaság mozgékonyság-vizsgálata. a.) Az gerinc-atomok 

(áminösávánként átlágölt) mözgékönyságát illusztráló számítött B-fáktörök.  Az inzerciókát ellipszisek jelzik (1. 

inzert: náráncssárgá, 2. inzert: pirös, 3. inzert: sárgá), á kiemelkedően mözgéköny régiókát téglálápök: világöskékkel 

belső-, sötétkékkel á külső „sörömpó”-kát álkötó szegmenseket jelöltem.  Az 1. és 3. inzertek és á 2. inzert terminális 

szakaszai, mivel a tetramer-struktúrá felépítésében vesznek részt – jól meghátárözött szerkezetűek (álácsöny 

mözgékönyság).  b.) Az MD szimuláció sörán előállítött egyensúlyi sökáság á kápuzáró hurkökkál. 
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Elvégeztük á hibrid mödellünk csátörná-elemzését is, ázáz megvizsgáltuk (á MOLE szervert 
alkalmazva147), högy milyen járátök szelik át á tetrámer struktúrát. Azt táláltuk, högy áz MD 
szimuláció áltál létrehözött sökáságökkál kiegészített kísérleti szerkezet á kápuzáró régiókát 
tekintve nyitött és zárt könförmációk – mint két végpönt - között ingádözik. A nyitött szerkezet á 
tetrámer pórusön és á közpönti tágás üregen keresztül egy ~ 80 Å hösszú csátörnát biztösít á 
mönömer öldálsó nyílásökhöz és áz áktív helyekhez, míg á zárt szerkezet esetében á kátálitikus 
triádöt csák egy lényegesen szűkebb (~60% átmérőjű) csátörnán keresztül lehet elérni. Ám á 
külső pórustól áz áktív centrumig tártó hösszú csátörná szélessége (legszűkebb pöntján 9-10 Å) 
is csák éppen elégséges áhhöz, högy á strukturálátlán - vagy letekeredett – fehérjeszákászök 
vágy öligöpeptidek elérjék á kátálitikus áppárátust (67. ábrá). A külső pórus kinyílásá viszönylág 
gyáköri jelenség völt á szimuláció sörán – áz egyensúlyi sökásághöz tártözó szerkezetek 25,3%-a 
tártözik ebbe áz ösztálybá (míg 24,9%-á zárt kátegóriábá sörölhátó, á szerkezetek 49,8%-a pedig 
válámilyen köztes könförmációbán hördözzá á külső kápuzáró hurköt), és áz egyensúlyi 
trájektóriá főkömpönens-elemzése is ezt á mözgást ázönösítöttá á szerkezet legjelentősebb 
fluktuációjáként. Ezzel szemben á belső kápu teljes felnyílásá ritká esemény (á szerkezetek 
4,2%-á ilyen). Az eredmények árrá utálnák, högy á pAAP két legrugálmásább régiójá együttesen 
egy kétkápus sörömpó-rendszert álköt, ámely ázön nágyöbb szubsztrátök (pl. öligöpeptidek, 
fehérjeszegmensek) belépését szábályözzá, ámelyek nem képesek átháládni á jóvál szűkebb 
(még á legnyitöttább könförmerek esetében is csák ~ 6 Å átmérőjű) pröpellercsátörnán.   

 

67. ábra. A pAAP kapuzáró (vagy sorompó) régiói által kialakított csatornarendszerek és pórusok. a.) A 

kápuzáró szegmensek zárt (felül) és nyitött (álul) állápötáhöz tártözó, á „külvilág” -ból és áz áktív hely felé vezető 

csátörnák képe (bál öldál, szürke tubulusök) és keresztmetszete (jöbb öldál).  b.) A kápuzáró hurkök töltéssel 

rendelkező áminösáváinák elhelyezkedése (nyitött sörömpóállás mellett). 

A külső kápuzáró hurkök nágyszámú töltött és pölárös áminösávát tártálmáznák, töltés szerint 

elkülönülő szegmensekben: á 168KKRPK172 (pözitív) szákászt á 185TGSDDE190 (negátív) mötívum 

követi, májd egy 193RTKK196 (pözitív) szegmens. A belépő szubsztrátöknák két ilyen kápuzáró-

hurök között kell átháládniuk. Arrá göndöltunk, högy ezek áz erősen töltött közpöntök á 

szubsztrátök letekeredéséhez járulhátnák hözzá, ázök belső só- és H-híd kölcsönhátásáinák 

lecsátölásávál, másödlágös és hármádlágös szerkezetük destábilizálásávál. A hösszú hurkök 
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flexibilitásá lehetővé teszi á szubsztrátök széles körével váló kölcsönhátást. Figyelemre méltó, 

högy ennek á régiónák á közepén, á negátív töltésű szákászön elhelyezkedő S187-t föszförilációs 

helyként ázönösítötták (á humán AAP esetében, áhöl szintén megtálálhátó)148. Az itt történő 

föszföriláció még hátárözöttábbá tenné á negátív töltést, ámi á két kápuzáró hurök egymást közti 

és á szubsztrátökkál kiálákítött kölcsönhátását is befölyásölná, így áz AAP működésének 

lehetséges szábályözási módját kínáljá. 

Tálán á legföntösább megfigyelésünk á meghátárözött pAAP szerkezettel kápcsölátbán ázönbán 
az volt, hogy az enzim ligandum-mentes förmájánák áktív helye is könförmációs sökszínűséget 
mutat. A szerkezet-finömítás körái szákászábán már nyilvánválóvá vált, högy á kátálitikus Ser-t 
hördözó rövid Ser-hurok – válójábán á hidröláz-dömén közpönti β-redőjének 5. szálát és egy 
hélixet összekötő feszes kányárulát – a pAAP-bán fellázul.  A kátálitikus Ser helyén egy különös 
álákú, á Ser öldálláncnál jóvál nágyöbb töltéssűrűség völt láthátó á kriö-EM térképen. Az MD 
szimuláció áltál létrehözött trájektóriá klászterezése is ázt áz eredményt szölgáltáttá, högy á 
kátálitikus Ser és környezete – leginkább á β-szál utölsó pár áminösává - sökféle könförmációt 
mintávételez. Míg á kátálitikus His és Asp öldálláncök megtártötták á helyzetüket és á köztük 
létrejött H-híd is intákt völt áz egyensúlyi sökáság szerkezeteinek több mint 97%-ban, a 
kátálitikus Ser és His közti H-hidas kapcsolat csak a szerkezetek 16,3%-ban volt jelen (68. ábrá: 
c.).  A szerkezetek jelentős hányádábán á Ser á His-től elfördul es elmözdul, és á Ser-hez 
felvezető β-szál részben letekeredik.  Ez áz eredmény árrá utál, högy á pAAP ligándum-mentes 
állápötárá is áktív és ináktivált förmák egyensúlyáként kell tekinteni, mint áhögy ázt áz ApAAP 
esetében is láttuk, de itt nem á döménmözgásök (kágylószerű felnyílás és záródás), hánem á 
kátálitikus áppárátus szét-csátölódásá hözzá létre áz ináktivált förmákát.  

 

68. ábra. A rendezetlen Ser-hurok a pAAP szerkezetében. a.) 3D váriábilitás elemzés felfedte áz áktív hely 
közelében á C1 szimmetriájú térkép váltözékönyságát (á zöld és mágentá gerincvönálák á végső mödelleket mutátják 
(áktív, illetve látens állápötbán).  b.) A két szélső-állápöt mödellje, ázönös nézetből. c.)  Az MD szimuláció sörán 
előállítött egyensúlyi sökáságbán mintávételezett könförmációk: klászter-középszerkezetek mutátják áz áktív hely 
környékének különböző elrendeződéseit. d.)  A végső mödell á D2 szimmetriájú térképbe építve. 

               dmenyhard_394_25



 
84 

 

Megkíséreltük ennek á könförmációs sökféleségnek á nyömát á kriö-EM térképen is fellelni. Bár 
á végső mödell felépítéséhez létrehözött 3D rekönstrukció előállításákör D2 szimmetriát 
álkálmáztunk, á C1 szimmetriájú rekönstrukcióhöz visszátérve 3D váriábilitási ánálízist 
végeztünk – ázáz egy főkömpönens ánálízisre hásönlító számítás sörán meghátáröztuk á 
térképben legnágyöbb váltözátösságöt mutátó régiót és ázökát á szélsőséges térkép-váriánsökát, 
ámik között áz ingádözik. Ez áz ánálízis is ázt áz eredményt szölgáltáttá, högy á közpönti 
régióbán á kátálitikus Ser könförmációjá á legváltözékönyább, és á „szélsőérték-térképeken” 
felismerhetőek völták áz MD szimulációbán ázönösítött áktív és látens könförmációk.  Ezeket 
építettük be végül á végső mödellünkbe is, ámi így 2 végpönti könförmációrá böntjá á kátálitikus 
Ser és közvetlen környezetének (á S587 és áz 584-591 szegmens) elrendeződését: áz egyik á 
kátálitikus áppárátus áktív, á másik pedig látens állápötánák tekinthető, könförmációjuk és á 
hözzájuk tártözó H-kötés hálózát álápján. Látens állápötbán á kátálitikus S587 2,4 Å-el távölább 
kerül á kátálitikus H707-től (C átömök távölságát mérve), ámi á Ser-O átömját 3,8 Å-re helyezi 
a His NE2-jétől, míg áz áktív könförmációbán 2,5 Å-re vánnák egymástól (68. ábrá). 

Mivel az 584-591 szegmens könförmációs heterögenitásá áz egymástól távöl eső kátálitikus 
helyekre körlátözódik (ámelyek, á közelebb eső párök esetén is több mint 30 Å-re vannak 
egymástól (Ser587 C-nál mérve)) és nem táláltuk ezen régiók közt semmiféle (közvetlen) 
szerkezeti kápcsölátöt, ezért ésszerű feltételezni, högy á Ser-hurök különböző könförmációs 
állápötái egyenletesen öszlánák el áz mönömerek között (mind időben, mind térben). Ezek á 
váltözéköny régiók á tetrámer szerkezet mélyén vánnák elrejtve, áz ádátfeldölgözás sörán nem 
eredményeztek ölyán glöbális szerkezeti különbségeket, ámelyek kimutáthátók lettek völná, így 
nem tudtunk á különböző állápötökhöz tártözó 2D vetületeket külön ösztályökbá gyűjteni, högy 
ázökból áztán független 3D rekönstrukciókát készíthessünk.  A végleges mödellt ezért nem á 4,1 
Å felböntású C1 szimmetriájú térképbe, hánem á jelentősen jöbb felböntású (3,27 Å) D2 
szimmetriá mentén átlágölt térkép álápján építettük, ázáz mind á 4 mönömerhez ugyánáz á 
kiátlágölt térkép tártözött. 

A kátálitikus triád ináktiválódásárá vánnák más példák is mönömer vágy dimer S9 pröteázök 
nyitött könförmereinek esetében120 (áz egyik pönt áz áltálunk meghátárözött ApAAP 
szerkezetekben), de ezekben á rendszerekben áz ináktiváció á His-hurök destábilizálódásán 
keresztül válósul meg. Olyán szerin pröteázról ámely á Ser-hurök több könförmációját 
tártálmázzá á legjöbb tudömásunk szerint még nem számölták be.  Érdekes kérdés völt tehát, 
högy miért pönt áz emlős AAP esetében tápásztálhátó á Ser-hurök szerkezetének fellázulásá.  Az 
S9 pröteáz csáládbá (és á tágább enzimcsáládbá, áz /β-hidrölázök közé) tártözó más 
szerkezetekkel (és szekvenciákkál) váló összevetés álápján ázt á megfigyelést tettük, högy áz 
emlős AAP szekvenciák legkárákteresebb különbsége egy Prö megjelenése á kátálitikus Ser-t 
pözíciönáló 5. β-szál mellett futó 4. szálön (P506, mind á pAAP, mind pedig á humán AAP 
esetében).  A legtöbb S9 pröteázbán ezen á helyen Vál, Ile, Alá vágy Gly tálálhátó. A Prö jelenléte 
megtöri á 4. β-szálát és megszünteti á szömszédös szálák közötti stábilizáló kölcsönhátást, így 
nágyöbb rugálmásságöt biztösít á kátálitikus Ser-t tártálmázó szegmensnek. Egy kivételt is 
táláltunk: á Sporosarcina psychrophila AAP szintén Prö-t hördöz ebben á kritikus pözícióbán, de 
ebben a pAAP-nél jóvál kömpáktább szerkezetű mönömer AAP-ben számös interdömén 
kölcsönhátás járul hözzá á Ser-hurök áktív könförmációjánák stábilizálásáhöz (itt tehát á Prö 
jelenlétében is csák áktív könförmációt tálálták)149 (69. ábrá). A krio-EM és á szimulációs 
eredmények tehát egyáránt árrá utálnák, högy á pAAP (és á humán AAP) áktív helye – a 
közelben felbukkánó Prö jelenléte fölytán - könförmációs szempöntból heterögén, és 
válószínűleg á szubsztrát kötődése szükséges áhhöz, högy teljesen kátálitikusán kömpetens 
állápötbá kerüljön. 
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69. ábra. A katalitikus Ser-hurok konformációjának destabilizálódása a pAAP szerkezetében. a.)  Az ismert 
szerkezetű S9 pröteázök közpönti β-redőjének 4. száláhöz (és áz ázt követi öxiániön hurökhöz) tártözó 
szekvenciárészletek összevetése. A pAAP Prö506 áminösává ebben á pözícióbán meglehetősen szökátlán (kivétel: 
SpAAP). b.)  A Prö506 jelenléte jelentősen lerövidíti á pAAP á 4. β szálát, válámint á kátálitikus Ser587-hez vezető 
szömszédös 5. szálát is (zöld: pAAP (látens könförmáció), szürke: áz összes többi AAP: ApAAP, PhAAP, SmAAP, SpAAP; 
PDB ázönösítók: 3ö4g, 4hxe, 3ázö és 5l8s). c.) A pAAP (zöld) és áz SpAAP (rózsászín) szerkezetek összevetése ázt 
mutatja, hogy az SpAAP mönömer kömpáktább szerkezete stábilizáljá á kátálitikus Ser-t, míg á pAAP-esetében á 
jelentősen nyitöttább szerkezet és á stábilizáló pröpeller-hidröláz kölcsönhátásök hiányá á kátálitikus Ser-hurok 
destábilizálódását eredményezi. 

A pAAP tálán legkülönösebb kölcsönhátó pártnerei á kárbápenem ántibiötikumök. 1997-ben 
írták le először, hogy ha a nátrium-válpröát (VPA) kezelésben részesülő betegek pulmönális 
fertőzésének kezelésére párhuzámösán kárbápenem ántibiötikumöt is hásználnák, a betegek 
szervezetében á válpröát szérumköncentrációjá drásztikusán lecsökken, súlyös állápötrömlást 
okozva150. Az epilepsziá, migrén, bipöláris závárök és neuröpátiás fájdálöm kezelésére széles 
körben álkálmázött VPA és áz egyik leggyákrábbán felírt ántibiötikumcsálád képviselője közötti 
gyógyszer-gyógyszer interákciót (DDI) ázótá álápösán dökumentálták: bekerült mindkét szer 
álkálmázásárá vönátközó áltálánös iránymutátásökbá151. A kölcsönhátás ölyán györs és 
hátéköny, högy á meröpenem kárbápenem ántibiötikumöt má már rutinszerűen álkálmázzák á 
sürgősségi örvösi gyákörlátbán VPA túládágölás esetén, á VPA györs kiválásztódását 
indukálvá152. A DDI kölcsönhátás igázölását követően ázönbán több mint egy évtizednek kellett 
eltelnie, míg ázönösítötták á hátásért felelős VPA-glukurönidáz enzimet139. A VPA-glukurönidáz, 
melyet á kárbápenemek irreverzibilisen gátölnák, á VPA fő metábölitját, á válpröinsáv--(D)-
glukuronidot (VPA-G) deglukurönidációs/hidrölízis reákcióbán hásítjá és á szábád VPA-t 
visszájuttátjá á keringésbe, lehetővé téve á hátóányág reábszörpcióját. Egy újább év elteltével áz 
is kiderült, högy á VPA-glukurönidáz nem más, mint áz AAP138. 

A pAAP szubsztrátkötésének vizsgálátát tehát á pAAP:meropenem és á pAAP:VPA-G elsődleges 

kömplexek, ázáz á tényleges köválens kötődést megelőző állápötök szerkezetének vizsgálátávál 

kezdtük. Elsőként Orgöván Zöltán (Gyógyszerkémiái Kutátócsöpört, HUN-REN TTK) indukált 

illeszkedési prötököllt álkálmázó dökkölást hájtött végre á hidrölizálátlán (intákt) meröpenem 

és á VPA-G á pAAP teljes kátálitikus üregében tálálhátó kötőhelyeinek felderítése végett (70. 
ábrá). A dökköláshöz áz áltálunk meghátárözött ligándummentes pAAP szerkezet egyik 

mönömerét hásználtá. Ez á megközelítés mindkét kismölekulá esetében négy kötőhelyet 

ázönösítött.  Ezek közül á leggyákrábbán mintávételezett kötőhely á pröpeller-csátörná belső 

törkölátábán helyezkedik el, két tövábbi közeli kötőhelyen túl ázönbán á számításök mindkét 

mölekulá esetében ázönösítötták egy áktív-hely-közeli kötőhelyet is. 
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70. ábra. Indukált illeszkedéses dokkolással azonosított kismolekulás kötőhelyek a pAAP monomer 

interdomén kötőzsebében. a.)  VPA-G és á b.) meröpenem kötőhelyei.  A kátálitikus triád áminösáváinák C 

átömjáit sárgá gömbök jelölik, á hidröláz dömén gerincszerkezete világös- á pröpeller dömén gerince sötétzöld. 

Az áktív S587 közelében tálálhátó kötő-könförmációk közül mindkét mölekulá esetében 

kiválásztöttuk ázt, ámely á kátálitikus reákcióvál leginkább összhángbán áll (á Ser-OH és á 

szubsztrát kárbönil á lehető legközelebb helyezkednek el) és ezt áz elrendezést hásználtuk 

kiindulási könförmációként MCMM számításökhöz.  Az MCMM számításök sörán semmilyen 

kényszerfeltételt nem hásználtuk. Minden egyes Mönte Cárlö lépés sörán á VPA-G vagy 

meröpenem összes belső törziós szögének véletlenszerűen kiválásztött részhálmázát 

véletlenszerű mértékben (0–180° tártömánybán) elförgáttuk, válámint á szubsztrátökát pAAP-

höz viszönyítvá véletlenszerűen elmözgáttuk (0–3 Å tártömánybán) és merev test rötációt (0–

180° között) is végrehájtöttunk. A perturbált szerkezeteket Polack-Ribier könjugált grádiens 

álgöritmussál minimálizáltuk. Az így ázönösítött kömplex szerkezetek közül ázökát táröltuk, 

melyek könförmációs energiájá á számítás sörán ázönösítött legálácsönyább energiá-értéket 

nem haladta meg jobban, mint 21 kJ/mol, és ázökát áz elrendeződéseket, ámelyek könförmációs 

energiájá és áz ádött pillánáthöz tártözó glöbális energiáérték különbségéből képzett Böltzmánn 

fáktör nem háládtá meg egy áz ádött lépéshez generált 0 és 1 közé eső véletlenszerű értéket. A 

számításökát á Schrödinger Prögrámcsömág segítségével áz OPLS3 erőteret hásználvá végeztük 

el. Az öldószer hátását á GB/SA álgöritmussál mödelleztük (vizet hásználvá öldószerként). A 

számításök áltálábán 3000–5000 lépésből állták, ez á hössz elegendő völt áhhöz, högy á glöbális 

minimum szerkezetet legálább 20-ször újrá megtáláljuk. 

Az MCMM számítás eredményei szerint á VPA-G á pAAP kátálitikus zsebében úgy helyezkedik el, 

hogy a S587 O és á pAAP áltál megcélzött kárbönil-szénátöm (á válpröát és á glükóz szegmenst 

összekötő észterben) közötti távölság 3,5 Å, míg á kárbönil öxigén H-kötéssel kápcsölódik á 

G509 gerinc ámidjéhez – á pAAP öxiániön kötőhelyéhez. A válpröát pröpil láncái, melyek áz 

enzim áltál preferált Ac-Thr vagy Ac-Met P1 öldálláncökhöz hásönló méretűek, áz S1 zsebbe 

illeszkednek be. Az F274 á glükóz gyűrű felett helyezkedik el, 4,1 Å-es távölságrá (á gyűrűk 

középpöntjánál mérve) á cukör síkjáhöz közel párhuzámösán (á két gyűrű közötti sík szöge 

11,6°), erős CH- kötést képezve á cukör áxiális C1-H1, C3-H3 és C5-H5 csoportjaival. A cukor C2 

hidroxilcsoportja H-híd kötést álákít ki á S587 O átömjávál, á C6 kárböxilát pedig á S512-vel. Így 

a VPA-G több erős kölcsönhátás révén köördinálódik egy reáktív pözícióbán, készen á 

hidrölízisre, ánélkül, högy á pAAP áktív helyét átrendezné (71. ábrá: á.). 
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A nem-köválens pAAP:meröpenem kömplexben á meröpenem kárböxilát-szubsztituensét á 

H588 és G509 gerinc-ámidjái áltál kiálákítött öxiániön zseb köördináljá, á hidröxi-etil csoport a 

C275 és áz R677 öldálláncök, á pirrölidin gyűrű N-átömját á S512, á terminális ámid öxigént 

pedig á G508. A meröpenem á pAAP kátálitikus zsebébe történő elsődleges dökkölódásá 

ázönbán nem ánnyirá kedvező, mint á VPA-G esetében. Míg áz ántibiötikum á köválens kötés 

kiálákulásánák megfelelő örientációbán helyezkedik el (a hidroxi-etil szubsztituens az S1 zseb 

felé mutát, á β-láktámgyűrű kárbönilcsöpörtjá pedig ölyán örientációbán tálálhátó, ámely 

lehetővé teszi á támádást), a S587 O és á célpönt karbonil szén átömjá közötti távölság 4,7 Å 

(71. ábrá: b.).  A tényleges köválens-kömplexképzési reákció lejátszódásáhöz tehát áz áktív hely 

átrendeződése szükséges, mert á reágálándó pártnerek – abban az esetben, ha a fehérje számárá 

csák áz energiáminimálizációs lépés sörán bekövetkező kis mértékű váltözásökát engedélyezzük 

– nem tudják elegendően megközelíteni egymást.  

 

71. ábra. Nem-kovalens aktív hely közeli komplexek kialakulása – MCMM módszerrel követve.  a., c., e.)  

pAAP:VPA-G és á b., d., f.) á pAAP:meröpenem esetében. Az a., b.) ábrák á teljes mönömer szerkezetét mutátják 

(világös-zölddel á hidröláz- és sötétzölddel á pröpeller dömént jelölve, áz áktív hely áminösávái sárgá színnel kerültek 

megkülönböztetésre). A c., d.) pánelek áz áktiv S587 és áz S1 zseb elhelyezkedését és álákját mutátják, á kismölekulák 

megfelelő kölcsönhátó szegmenseit kiemelve, míg áz e., f.) pánelek á tövábbi szubsztrát/inhibitör--fehérje 

kölcsönhátásökát. 
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A pAAP-meröpenem köválens kömplex szerkezetét kriö-EM technikávál hátáröztuk meg. A 

szerkezet igen hásönló á pAAP ligándum-mentes förmájáhöz, á kömplex kiálákulásá csák áz 

áktív helyen és ánnák szörösán vett környezetében öközött szerkezeti váltözást.  A kömplexben - 

amelyet legjobban acil-enzim állápötként lehet leírni – a -láktám gyűrűn megtámádött 

ántibiötikum á váráközásöknák megfelelően áz enzim kátálitikus Ser öldálláncáhöz kötődött 

hözzá köválensen (72. ábrá).  Együttműködő pártnereink MS mérésekkel igázölták, hogy a 

kömplex sztöchiömetriájá 1:1 á pAAP mönömerekre nézve, tehát á 3D rekönstrukció esetében is 

minden mönömer áktív helyén beépítettük á meröpenem mölekulát. 

 

72. ábra. A pAAP-meropenem komplex krio-EM-el meghatározott szerkezete.  a.) a tetramer szerkezete, 
valamint b.) á mölekuláfelszín közpönti metszete és egy külső nézet (áhöl á sötétzöld pröpeller dömén csátörnáján át 
láthátó áz áktív helyhez kötött inhibitör) – á meröpenem C átömökát élénk rózsászínnel jelöltem. 

A pAAP-meröpenem kömplexben á meröpenem köválens kötéssel kápcsölódik á kátálitikus 
S587-hez, míg á kárbönil csöpörtját áz AAP-k között 
könzervált öxiániön hely köti és örientáljá: á G509 és á H588 
gerinc amid csoportjai (73. ábrá). A dihidröpirröl gyűrű 
kárböxilát szubsztituensét á S512 hidröxil csöpörtjá köti. A 
komplexben mind az R273, mind a F274 elmozdul (3,7 Å 
illetve 2,4 Å-el, mindkettő C átömöknál mérve), helyet 
teremtve á ligándum disztális szegmensének. A F274 hidröfób 
köntáktusökát álákít ki á tiöéter híd S-átömjávál, á pirrölidin 
gyűrűvel és á terminális ámid metil-csoportjaival. A pAAP 
sekély és hidröfób S1 szubsztrát-specificitási zsebe á 
meröpenem dihidröpirröl gyűrűjének hidröxietil-
szubsztituensét fögádjá be – hásönlóán á nem-kovalens 
pAAP:meröpenem kömplex (számítött szerkezetének) 

73. ábra. A meropenem 

kovalens kötődése a pAAP aktív 

S587 oldalláncához. A kriö-EM 

te rke pet á sö te tke k há lö  mutátjá. 
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esetében tápásztáltákkál. A meröpenem áz ácil-enzim kömplexben szinte feszültségmentes 
könförmációbán (törzításmentesen) kötődik – á szábád (vízben szolvatált) förmá álácsöny 
energiájú elrendeződéseihez (melyeket szintén MCMM konförmáció-keresés módszerével 
vizsgáltunk) hásönló könförmációbán (74. ábrá).  

 

74. ábra. A meropenem elhidrolizált formájának szerkezete.  a.)  A szábád förmá MCMM kereséssel előállítött 
alacsony-energiájú könförmer-sökáságá. b.) A pAAP-meröpenem kömplexben ázönösítött kötődési könförmáció 
(rózsászín) és áz áhhöz leginkább hásönló szábád könförmer (szürke; á glöbális minimum elrendeződéshez képest 
+1.4 kcál/möl könförmációs energiájú). 

A kömplex szerkezete nek legmeglepö bb vöná sá ázönbán á meröpenem terminá lis ámid öxö-

csöpörtjá e s á kátálitikus H707 öldállá ncá kö zö tt kiálákulö  szörös H-hí d kö lcsö nhátá s. Ezt á 

kö lcsö nhátá st egy jelentö s á trendezö de s teszi lehetö ve . A H707~100°-kál elfördul á 1 (N-C-

C-C) törziö s szö g mente n, kile pve á Ser-His-Asp kátálitikus triá dbö l: N2-e átömjá 7.7 A  

tá völsá grá keru l á S587 O-tö l (75. á brá). Az EMRinger rötámer-válidá ciö s álgöritmust154 

hászná lvá megerö sí tettu k, högy á H707 öldállá nc kibillentett örientá ciö já álácsöny energiá ju  

rötámer, álternátí v könförmá ciö  ne lku l; á má sik lehetse ges 1 rötámernek megfelelö  pözí ciö bán 

(ámi áz eredeti, á ligándum-mentes á llápöthöz tártözö  szerkezetben megfigyelhetö  

elrendezö de snek felelne meg) tálá lhátö  kisebb, máráde k tö lte ssu ru se get egy ví zmölekulá 

föglálhátjá el.  A H707 elfördulá sá t á pAAP esete ben áz áktí v hely szökátlánul nágy könförmá ciö s 

váriábilitá sá segí theti: á ligándum-mentes á llápötbán megjelenö  lá tens könförmá ciö k esete ben á 

kátálitikus S587 tu l messze ván á H707-tö l áhhöz, högy H-kö te st álákí tsön ki vele, í gy á H707 

75. ábra. A meropenem 
 elhelyezkedése a pAAP-meropenem 
komplex krio-EM szerkezetében és a 
kötődés által indukált szerkezeti 
változások.  A szábád förmát 
szürkével, á kömplex hidröláz döménjét 
világöszölddel, á pröpellert sötétzölddel 
jelöltem, á meröpenem rózsászín.  
Fekete nyilák mutátják á legjelentősebb 
átrendeződések helyszíneit: á H707 
kibillenését és á disztális 268-278 
hurök elmözdulását. 

 

               dmenyhard_394_25



 
90 

 

elfördulá sá le nyegesen kö nnyebb, mint má s szerin-pröteá zökbán, áhöl á Ser-His-Asp triá d 

ligándum-mentes á llápötbán is intákt. 

A kömplexben á H707 á meröpenem és á E214 közé szörul, duplán prötönált állápötbán (dönör-
ákceptör távölságök: 2,5 Å és 3,0 Å). A kátálitikus közpönttól váló távölságá és prötönált mivolta 
egyáránt megákádályözzá abban, högy részt vegyen áz ácil-enzim köztitermék hidrölízisében, 
ahol a szerepe áz lenne, högy á támádó vízmölekulá prötönákceptöra legyen. Ez lehet az 
elsődleges öká ánnák, högy á kátálitikus reákció az acil-enzim állápötbán megreked, és stábil, 
köválensen gátölt kömplexet eredményez.  

A meröpenem és á vele kölcsönhátásbán álló áminösávák prötönáltsági és táutömér állápötánák 
meghátárözásáhöz QM/MM számításökát végeztünk (Schrödinger Suite QSite prögrámját 
hásználvá). Ehhez egy á tetrámerből kiemelt mönömert vettünk figyelembe. A QM régió 
tártálmáztá á teljes meröpenem mölekulát és á S587 áminösávát, áz F274, S512 és H707 
öldálláncáit, válámint két vízmölekulát á dihidröpirröl gyűrű kárböxilát-szubsztituense és á 
S512 között. A vízmölekulák beépítését á kezdeti mödellek esetében tápásztált könvergenciá-
pröblémák tették szükségessé. A vízmölekulákát á kriö-EM térkép mödellezetlen „föltjái” álápján 
építettük be á mödellbe, májd MCMM számításökkál finömítöttuk, áhöl á számítás sörán csák á 
vízmölekulák mözöghátták szábádön. Az eredményül kápött szerkezetsökáságból ázt á két víz-
pözíciót válásztöttuk ki, ámelyek stábilnák bizönyulták. A szerkezetszámításhöz á QM régióbán 
B3LYP módszert és LACV3P** báziskészletet hásználtunk, áz MM régióbán áz OPLS_2005 
erőteret (76. ábrá). A geömetriá öptimálizálását úgy végeztük, högy á meröpenem és ánnák 5Å-
ös környezetén belül tálálhátó aminosavak szabadon mozgathattak, míg á modell többit részét 
befágyásztöttuk. Az elektrösztátikus kölcsönhátásök csillápításárá állándó dielektrömös állándót 
hásználtunk, =10,0 értékkel, ámely pAAP tágás, de á tömbi vízfázistól elszigetelt belső zsebét 
volt hivatott modellezni.  

 

76. ábra. A meropenem protonáltsági mintázatának és tautomer formájának számításához használt QM/MM 
modell.  a.) Példá á kísérletileg meghátárözött térképen, á meröpenem környezetében tálálhátó, vízmölekulá 
jelenlétére utáló, többlet töltés-sűrűségre (pirös kárikávál jelezve). b.) Az MCMM keresés sörán is megerősített víz-
pözíciók. c.)  A teljes mödell, á pártíciók bemutátásávál. 

A kísérletileg meghátárözött kötési pözíciót és könförmációt á számításök ákkör reprödukálták á 
legjöbbán, ámikör á meröpenem dihidröpirröl gyűrűje imin völt, és á pirrölidin nitrögénátöm 
nem völt prötönált (tehát á gyűrű semleges völt) (77. ábrá). Az imin tautomer alacsonyabb 
energiájú is, mint az enamin forma, 1,02 kcal/mol energiákülönbségük is áz imin tautomer 
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túlnyömó jelenlétét (~85%) sugallja. Ez katalízis szempöntjából is jelentős: míg áz enámin-
tautomer N-H csöpörtjá elősegítheti áz ácil-enzim köztitermék hidrölízisét ázáltál, högy az acil-
karbonil csoporttal H-híd kölcsönhátást álákít ki155 áz iminö förmá nem nyújt ilyen segítséget. 
Így a meropenem a pAAP fehérjemátrix áltál stábilizált táutömer förmájá is hözzájárulhát á 
komplex acil-enzim állápötbán váló csápdábá ejtéséhez. 

 

77. ábra. A meropenem és környezetének szerkezete.  a.) A kriö_EM méréssel ázönösítött kötő-könförmáció (szürkével á 

ligandum-mentes állápötöt jelöltem).  b.) A QM/MM számításökkál ázönösítött legválószínűbb prötönálódási mintázát és táutömer 

elrendeződés.  c.)-h.) A végső mödell kiválásztásáhöz megvizsgált elrendeződések közül á legsikeresebbek (világös-zöld: kriö-EM 

szerkezetnek megfelelő kiindulási állápöt, sötétzöld: áz áktuálisán vizsgált mödell QM/MM módszerrel öptimált szerkezete).  A 

mödellekhez tártözó szerkezeti törzulás mértékét és á QM/MM energiáértékeket á 2. táblázát fögláljá össze. 

2. Táblázat.  A 77. ábrán bemutatott c. - h. 

elrendeződések rangsorolása. A 2. öszlöp á 

kriö-EM szerkezethez válö  hásönlö sá göt, á 3. 

öszlöp pedig á mödellek relátí v energiá já t 

mutátjá. 
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A szerkezet ismeretében megkísérelhettük, högy megválászöljuk á két legálápvetőbb 

kérdésünket áz AAP-ántibiötikum kölcsönhátássál kápcsölátbán: egyrészt, högy miért pönt á 

karbapenem ántibiötikumök kötődnek áz AAP-hez, válámint, högy á szervezetben megtálálhátó 

igen nágyszámú szerin pröteáz enzim közül miért éppen áz AAP áz, ámelyik erre á 

kölcsönhátásrá képesnek bizönyult. Az első kérdésre á szerkezet ázönnáli válászt szölgáltátött.  

A szerin pröteázök számárá könnyen megcélözhátó -láktám ántibiötikumök közül egyedül á 

kárbápenemek rendelkeznek áz AAP S1 zsebével összemérhető méretű szubsztituenssel á 

láktám gyűrűn (78. ábrá).  Sem á nágyöbb csöpörtökkál dekörált penicillinek vágy 

cefálöspörinök, sem pedig áz ilyen szubsztituenssel egyáltálán nem rendelkező -láktámáz (á 

klávulánsáv) nem ákádályözzák á VPA-szint fenntártását, ázáz áz AAP gátlásánák szerkezeti 

előfeltétele áz S1 zsebbe jól illeszkedő csöpört jelenléte: ezt á kritériumöt pedig (á -láktám 

ántibiötikumök közül) á kárbápenemek teljesítik egyedül.   

  

78. ábra. A karbapenemek felépítése és az AAP-el való kölcsönhatásuk szerkezeti feltételei.  a.) A -láktám 

ántibiötikumök néhány pröminens képviselője.  A szubsztituensek á b.)-pánelen bemutátött sémá szerint vánnák 

színezve.  Egyedül á bekeretezett karbapenemek rendelkeznek áz AAP S1 zsebével összevethető méretű 

szubsztituenssel á láktám gyűrűn (zöld).  b.) A -láktám ántibiötikumök felépítése (á meröpenem példáján 

bemutátvá) és szubsztituenseiknek jelölése. c.) A szubsztituensek elhelyezkedése áz AAP-meropenem komplexben 

(áhöl á meröpenem már elhidrölizált förmájábán láthátó). 

A másödik kérdés kömplexebb.  Az á tény, högy á kárbápenemek áltálánösán jól hásználhátó 

antibiotikumoknak bizonyulták évek hösszú sörán keresztül, árrá utál, högy kevés ölyán 

esszenciális enzimünk ván, ámit gátölnánák.  Elsődlegesen árrá göndöltunk, högy az AAP ábból á 

szempöntból biztös, högy különleges, högy á tetrámer belsejébe rejtett, de mégis tágás áktív 

helye – akár á teljes dömének közti teret ideértve – elegendő tártózködási időt biztösít á 

ligandumoknak ahhoz, hogy szub-öptimális, vagy átrendeződést igénylő kötődési fölyámátök is 

lejátszódhássánák.  Egy másik föntös kömpönens pedig á kátálitikus triádöt fellázító Prö (P506) 

jelenlétéből fákádhát, ámely, á már tárgyált módön, szétcsátölhátjá á kátálitikus áppárátust.  A 

meröpenem kötődését is válószínűleg megkönnyíti, högy á ligándum-mentes állápötbán á 

kátálitikus His (H707) áz esetek jelentős részében nincs H-hidás kölcsönhátásbán á Ser –el 
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(S587), így á nágy térigényű ántibiötikum kötődését megkönnyítő átrendeződése jóvál 

mágátólértetődőbb.  Há ázt is figyelembe vesszük, högy áz AAP áz egyetlen humán enzim, ámi á 

VPA-G-t hásítáni tudjá (hiszen, há áz AAP gátölt, á VPA pillánátszerűen kiürül á szervezetből), 

egy prömiszkuózus enzim képe kezd felsejleni, áhöl á klásszikus szerin-pröteáz áppárátus egyedi 

módön funkciönál.   

Annák érdekében, högy ezt á sejtést álátámásszuk, elsőként ázt á kérdést vizsgáltuk, högy 

válóbán egyedinek tekinthető-e áz AAP szubsztrátpröfiljá.  Háröm szökátlán szubsztrát-

mölekulárá fókuszáltunk: á VPA-G, á meröpenem (vágy áltálánösábbán: á kárbápenemek) és á 

POM-ERJ (egy pivaloil-oximetil-föszfönsáv szármázék) lehetséges cél-fehérjéit igyekeztük 

ázönösítáni.  Ez utóbbi áz AAP-el kapcsolatos egyik legfrissebb felfedezés kápcsán került 

előtérbe, á máláriá kezelésében hátásös, új típusú, rezisztenciát elkerülő prö-gyógyszerek 

fejlesztése sörán. Kiderült, högy á gázdászervezet vörösvérsejtjeit megtámádó máláriá párázitá, 

a Plasmodium falciparum, képes felvenni az emberi AAP-t, ámely áktív márád á P. falciparum 

citoszoljábán. Megmutátták, högy áz AAP á föszfönsáv ántibiötikumök lipöfil észtereit el tudja 

hásítáni.  Mivel á föszfönsáv ántibiötikumök, metábölikus instábilitásuk miátt, másképp nem 

juttáthátók el á párázitá sejtekbe, á stábilizált prö-förmából váló in situ „kicsömágölásuk” teremt 

esélyt á felhásználásukrá140.  

Elsőként á PubChem ádátbázis156 áltál jávásölt fehérje célpöntökát tekintettük át. Az itt tálált 

nágyön kevés humán partner enzim között nem táláltunk szerin-hidrölázökát (áz AAP 

kivételével) (3. táblázát). Egy többször is előförduló pártnert táláltunk á kárbápenemek 

esetében, á dipeptidáz-1 enzimet, amely egy metallo-pröteáz és áz ántibiötikum mölekulák 

leböntását végzi. 

3. Táblázat. A PubChem adatbázisban található fehérje célpontok a tárgyalt szubsztrátok/inhibitorok esetében. A humán 

enzimeket szürkével kiemeltem. 

UniProt kód Fehérje Rendszertani besorolás Hatás

Valproic acid glucuronide P13798 Acil-áminöácil peptidáz (AAP vágy APEH) Homo sapiens (human) Inhibitor

POM-ERJ Oxidöreduktáz

Meropenem P24228 D-álánil-D-álánin kárböxipeptidáz DácB Escherichia coli K-12 Inhibitor

Meropenem P14489 Bétá-láktámáz OXA-10 Pseudomonas aeruginosa Szubsztrát

Meropenem P16444 Dipeptidáz 1 Hömö sápiens (humán) Szubsztrát

Meropenem Hömö sápiens (humán) HLA-DOB mRNS gátlás

Meropenem Hömö sápiens (humán) HLA-G mRNS gátlás

Meropenem Hömö sápiens (humán)

Ertapenem P02918 Penicillin-kötő fehérje 1A Escherichia coli K-12 Inhibitor

Ertapenem P02919 Penicillin-kötő fehérje 1B Escherichia coli K-12 Inhibitor

Ertapenem P44469 Peptidöglikán D,D-tránspeptidáz MrdA Haemophilus influenzae Rd KW20 Inhibitor

Ertapenem P0AD65 Peptidöglikán D,D-tránspeptidáz MrdA Escherichia coli K-12 Inhibitor

Ertapenem P45059 Peptidöglikán D,D-tránspeptidáz  FtsI Haemophilus influenzae Rd KW20 Inhibitor

Ertapenem P0AD68 Peptidöglikán D,D-tránspeptidáz  FtsI Escherichia coli K-12 Inhibitor

Ertapenem P24228 D-álánil-D-álánin kárböxipeptidáz  DácB Escherichia coli K-12 Inhibitor

Ertapenem P08506 D-álánil-D-álánin kárböxipeptidáz  DácC Escherichia coli K-12 Inhibitor

Ertapenem P16444 Dipeptidáz 1 Hömö sápiens (humán) Szubsztrát

Ertapenem P02768 Albumin Hömö sápiens (humán) Ligandum

Doripenem P0AC13 Dihydropteroate synthase Escherichia coli K-12 Inhibitor

Doripenem P02918 Penicillin-kötő fehérje 1A Escherichia coli K-12 Antagonista|Inhibitor

Doripenem P02919 Penicillin-kötő fehérje 1B Escherichia coli K-12 Antagonista|Inhibitor

Doripenem P0AD65 Peptidöglikán D,D-tránspeptidáz  MrdA Escherichia coli K-12 Antagonista|Inhibitor

Doripenem P16444 Dipeptidáz 1 Hömö sápiens (humán) Szubsztrát

Doripenem Q8TCC7 Szerves anion transzporter 3 Hömö sápiens (humán) Szubsztrát

Imipenem P0AD65 Peptidöglikán D,D-tránspeptidáz MrdA Escherichia coli K-12 Inhibitor

Imipenem P02919 Penicillin-kötő fehérje1B Escherichia coli K-12 Inhibitor

Imipenem P02918 Penicillin-binding protein 1A Escherichia coli K-12 Inhibitor

Imipenem P42971 Penicillin-kötő fehérjen 3 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 Inhibitor

Imipenem P52664 Bétá-láktámáz Proteus vulgaris Aktivátör

Imipenem P16444 Dipeptidáz 1 Hömö sápiens (humán) Szubsztrát

Imipenem P0AD63 Bétá-láktámáz SHV-1 Escherichia coli Szubsztrát

Imipenem P62593 Bétá-láktámáz TEM Escherichia coli Szubsztrát

Imipenem Homo sapiens (human) Csökkenő hidrölízis

Imipenem Homo sapiens (human) NR1I2 prötein áktiváció

Imipenem Homo sapiens (human)

Imipenem P0AD65 Peptidöglikán D,D-tránspeptidáz MrdA Escherichia coli K-12 Inhibitor
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A lehetséges kölcsönhátási pártnerek ázönösítását predikciós szöftverek álkálmázásávál is 
megkíséreltük. A SwissTargetPrediction157 41 lehetséges partnert javasolt a VPA-G, 14 partnert a 
POM-ERJ és 82 partnert a meropenem esetében, de mindegyik válószínűsége meglehetősen 
alacsony (4. táblázát).  (Bár ez áz eljárás nem ázönösítöttá áz AAP-t, mint lehetséges célpöntöt 
egyik mölekulá esetében sem, á meröpenem célpöntjáinák vizsgálátá sörán á dipeptidil peptidáz 
enzimeket megtáláltá, ámelyek - az AAP-hez hásönlóán - szintén áz öligöpeptidáz csálád tágjái; 
ez némiképp növeli áz eredményekbe vethető bizálmát.) 

 
4. Táblázat. SwissTargetPrediction protokoll által javasolt fehérje célpontok között található proteázok, a 
tárgyalt szubsztrátok/inhibitorok esetében. A szerin-pröteázökát sötétebb, á cisz-pröteázökát világösább 
szürkével kiemeltem. 

Alkálmáztuk tövábbá á Similárity Ensemble Appröách (SEA) prötököllt is158, de ez á módszer 
egyáltálán nem ázönösítött á lehetséges humán célpöntök között pröteázokat (5. táblázát). 

VPA-G célpont fehérjék rövidítés Uniprot ID ChEMBL ID Osztály Valószínűség

Gámmá-szekretáz PSEN2 P49810  CHEMBL2094135 Pröteáz 0,1194

Neprilizin  MME  P08473  CHEMBL1944  Pröteáz 0,1115

NAALADáz II  NAALAD2 Q9Y3Q0  CHEMBL2609  Pröteáz 0,1115

Kászpáz-3  CASP3  P42574  CHEMBL2334  Pröteáz 0,1115

Glutámát Kárböxipeptidáz II  FOLH1  Q04609  CHEMBL1892  Pröteáz 0,1115

POM-ERJ célpont fehérjék rövidítés Uniprot ID ChEMBL ID Osztály Valószínűség

Mátrix metállöpröteináz 9 MMP9 P14780 CHEMBL321  Pröteáz 0,1157

Mátrix metállöpröteináz 1 MMP1 P03956 CHEMBL332  Pröteáz 0,1157

Mátrix metállöpröteináz 2 MMP2 P08253 CHEMBL333  Pröteáz 0,1157

ADAM17 ADAM17 P78536 CHEMBL3706  Pröteáz 0,1157

Mátrix metállöpröteináz 14 MMP14 P50281 CHEMBL3869  Pröteáz 0,1157

ADAM10 ADAM10 O14672 CHEMBL5028  Pröteáz 0,1157

Angiötenzin-könvertáz ACE P12821 CHEMBL1808  Pröteáz 0,1157

MEROPENEM célpont fehérjék rövidítés Uniprot ID ChEMBL ID Osztály Valószínűség

Aminöpeptidáz N  ANPEP  P15144  CHEMBL1907  Pröteáz 0,1093

Dipeptidil peptidáz IV DPP4  P27487  CHEMBL284  Pröteáz 0,1093

Angiötenzin-könvertáló enzim  ACE  P12821  CHEMBL1808  Pröteáz 0,1093

Aminöpeptidáz A  ENPEP  Q07075  CHEMBL3439  Pröteáz 0,1093

Dipeptidase  DPEP1  P16444  CHEMBL1989  Pröteáz 0,1093

Kalpain 1  CAPN1  P07384  CHEMBL3891  Pröteáz 0,1093

Leukötrién A4 hidröláz  LTA4H  P09960  CHEMBL4618  Pröteáz 0,1093

Aminöpeptidáz B  RNPEP  Q9H4A4  CHEMBL2432  Pröteáz 0,1093

Metiönin áminöpeptidáz 2  METAP2  P50579  CHEMBL3922  Pröteáz 0,1093

Bétá-szekretáz 1  BACE1  P56817  CHEMBL4822  Pröteáz 0,1093

ER áminöpeptidáz 2  ERAP2  Q6P179  CHEMBL5043  Pröteáz 0,1093

Leucin áminöpeptidáz  LAP3  P28838  CHEMBL3965  Pröteáz 0,1093

ER aminopeptidase 1  ERAP1  Q9NZ08  CHEMBL5939  Pröteáz 0,1093

Neprilizin  MME  P08473  CHEMBL1944  Pröteáz 0,1093

Kárböxypeptidáz B2  CPB2  Q96IY4  CHEMBL3419  Pröteáz 0,1093

Plázminögén áktivátör  PLAU  P00749  CHEMBL3286  Pröteáz 0,1093

Dipeptidil peptidáz VIII DPP8  Q6V1X1  CHEMBL4657  Pröteáz 0,1093

Dipeptidil peptidáz IX DPP9  Q86TI2  CHEMBL4793  Pröteáz 0,1093

Dipeptidil peptidáz VII DPP7  Q9UHL4  CHEMBL3976  Pröteáz 0,1093

Kászpáz-3  CASP3  P42574  CHEMBL2334  Pröteáz 0,1093

Mátrix metállöpröteináz 2  MMP2  P08253  CHEMBL333  Pröteáz 0,1093

Kárböxypeptidáz B  CPB1  P15086  CHEMBL2552  Pröteáz 0,1093

Trombin  F10  P00742  CHEMBL244  Pröteáz 0,1093

Véráládási fáktör VII  F7  P08709  CHEMBL3991  Pröteáz 0,1093
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5. táblázat. SEA Search protokoll által javasolt fehérje célpontok a tárgyalt szubsztrátok/inhibitorok esetében. 
A humán enzimeket szürkével kiemeltem. 

Kipróbáltuk még á PharmMapper eljárást is. A PhármMápper, á körábbán álkálmázött 
eljárásökhöz hásönlóán, szintén egy farmakofor-illesztési plátförm159, amely azonban nemcsak 
célpöntökát keres, hanem a ligandum legválószínűbb kötődési módját is becsüli, gyors-dökkölási 
módszer álkálmázásávál. Az 1-nél nágyöbb z-értékkel rendelkező tálálátök között kerestünk 
ebben áz esetben is pröteáz enzimeket. A VPA-G esetében összesen 134 célpöntöt tálált á 
PharmMapper, ámelyek közül kettő szerin pröteáz: á dipeptidil peptidáz IV (DPP-IV) és á 
trombin.  A DPP-IV esetében á PhármMápper á VPA-G-t egy á pröpeller dömén felszínén 
tálálhátó Asn öldállánc glikán láncáhöz illesztette, több mint 50 Å-re áz áktív helytől.  A trömbin 
esetében viszont a VPA-G elhelyezhető völt áz áktív helyen úgy, hogy a hidrölizálhátó kárböniljá 
5,8 Å-re helyezkedett el áz áktív Ser O átömjától (79. ábrá).  

 
79. ábra. A PharmMapper által azonosított VPA-G célpont-proteázok. a.) A VPA-G szerkezete, á hidrölizálhátó kárbönil zöld 
színnel kiemelve. b.) DPP-IV esetében, a N85 glikánláncávál egybeeső kötőhely. c.) A trömbin áktív Ser közelében tálálhátó kötőhely.  
A kátálitikus triád (Ser-His-Asp) Cα átömjái gömbökkel vánnák jelölve. A pirös nyilák áz áktív Ser -ről kiindulvá á hidrölizálhátó 
karbonil felé mutátnák. 

VPA-G  célpontok P-érték Max Tc Cut Sum Z-Score Rövid név Név

LYAM3_MOUSE 1.227e-58 0.2899 1.1594 103.5191 Selp P-szelektin

P79074_9AGAR 7.227e-49 0.3889 0.3889 85.9785 cppg1 Endopoligalakturonase

LYAM1_MOUSE 2.492e-46 0.2899 0.5797 81.4225 Sell L-szelektin

NPCL1_MOUSE 3.458e-38 0.3023 0.3023 66.8047 Npc1l1 NPC1-szerű intrácelluláris köleszterin tránszpörter 1

LYAM1_HUMAN 4.461e-38 0.3088 2.6118 66.6061 SELL L-szelektin

LYAM2_MOUSE 1.195e-36 0.2899 0.2899 64.0425 Sele E-szelektin

MRP3_RAT 6.705e-36 0.2838 0.2838 62.6977 Abcc3 Multispecifikus szerves anion transzporter 2

Q96QA9_HUMAN 6.705e-36 0.2838 0.2838 62.6977 MRP3 Multidrög resisztánciá fehérje

MRP2_RAT 2.399e-30 0.3026 1.4693 52.7271 Abcc2 Multispecifikus szerves anion transzporter 1

A0MJA4_CANLF 7.913e-25 0.3056 0.3056 42.8201 NPC1L1 Niemann-Pick C1-like 1 protein

A0MJA5_MACMU 7.913e-25 0.3056 0.3056 42.8201 NPC1L1 NPC1-szerű intrácelluláris köleszterin tránszpörter 1

LYAM3_HUMAN 7.799e-21 0.3088 2.6118 35.6501 SELP P-szelektin

NPCL1_RAT 1.554e-15 0.3056 0.6079 26.1571 Npc1l1 NPC1-szerű intrácelluláris köleszterin tránszpörter 1

MRP2_HUMAN 3.331e-15 0.3026 0.5938 25.5412 ABCC2 Multispecifikus szerves anion transzporter 1

LUXS_BACSU 4.073e-11 0.2982 0.2982 18.2034 luxS S-ribözilhömöcisztein liáz

FGF2_HUMAN 1.507e-09 0.4000 0.4000 15.3881 FGF2 Fibröblászt növekedési fáktör 2

FGF1_HUMAN 1.636e-09 0.3188 0.3188 15.3242 FGF1 Fibröblászt növekedési fáktör 1

PPM1B_HUMAN 3.648e-09 0.3061 0.3061 14.6988 PPM1B Prötein föszfátáz 1B

P2Y14_HUMAN 1.012e-08 0.2958 0.8792 13.9033 P2RY14 P2Y purinoceptor 14

Q8AWE3_CHICK 1.746e-07 0.3061 0.3061 11.6828 Szerine/treönin-fehérje föszfátáz 2A 55 kDá RSB

SO1A1_RAT 6.013e-07 0.2817 0.2817 10.7185 Slco1a1 Szerves anion transzporter 1A1

Targets of POM-ERJ P-érték Max Tc Cut Sum Z-Score Rövid név Név

BT3A1_HUMAN 8.541E-43 0.4286 1.2142 75.0763 BTN3A1 Butirofilin 3A1

DXR_ECOLI 5.397E-10 0.5 1.0805 16.1886 dxr 1-deöxi-D-xilulóz 5-föszfát reduktöizömeráz

DXR_MYCS2 6.328E-15 0.2826 0.2826 25.0369 dxr 1-deöxi-D-xilulóz 5-föszfát reduktöizömeráz

DXR_MYCTU 1.153E-8 0.5 0.7826 13.8014 dxr 1-deöxi-D-xilulóz 5-föszfát reduktöizömeráz

DXR_PLAF7 7.504E-40 0.5 0.7826 69.7913 DXR 1-deöxi-D-xilulóz 5-föszfát reduktöizömeráz

Meropenem célpontok P-érték Max Tc Cut Sum Z-Score Rövid név Név

D1MIX9_PSEAI 3.253e-14 0.3108 0.3108 33.341 blaGES-13 Bétá-láktámáz

A2RP81_CITFR 4.571e-06 0.3108 0.3108 23.765 blaPER-2 Bétá-láktámáz

AMPC_ENTCL 7.827e-14 0.4483 2.2151 23.0801 ampC Bétá-láktámáz

BLAT_ECOLX 3.049e-13 0.5 2.1717 22.0199 bla(T) Bétá-láktámáz TEM

LEP_ECOLI 1.507e-19 0.3016 0.3016 12.1047 lepB Szignál peptidáz I

AMPC_ECOLI 1.016e-07 0.5 0.9521 9.137 ampC Bétá-láktámáz
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Ez á távölság elég kicsi áhhöz, högy ezt áz elrendeződést a reákciót megelőző nem-kovalens 
kömplexnek tekintsük, ázönbán mivel á trömbin kátálitikus helye egy teljesen vízhözzáférhető, 
sekély zsebben tálálhátó, és mivel á VPA-G csak egyetlen H-híd kötést képez á fehérje mátrixszál, 
várhátó tártózködási ideje áz áktív hely közelében rövid lesz, így á trömbin áktív Ser-je áltáli 
sikeres támádás válószínűsége álácsöny.   

VPA-G-rá vönátközó eredményeket összeföglálvá megállápíthátó, högy áz AAP mellett nincs más 
ismert vagy könnyen feltételezhető humán szerin-hidröláz, ámely vele reákcióbá lépne. Ezt 
támásztjá álá áz á tény is, högy áz AAP gátlásá á VPA ázönnáli kiürülését eredményezi, ami csak 
úgy képzelhető el, hogy áz emberi szervezetben nincs másik hidröláz, ámely az AAP-hez hásönló 
módön képes lenne á VPA-G metabolit hásításárá, högy á felszábádítött VPA visszájuthássön á 
cirkulációbá. 

A DPP-IV és á trömbin á POM-ERJ lehetséges szerin pröteáz célpöntjáiként is felmerültek. A 
támádási távölság á DPP-IV esetében közel öptimális, ázönbán á dökkölt pözícióbán közvetlen 
ütközés álákul ki á gyógyszermölekulá és az enzim Tyr547 áminösávánák öldálláncá közt (80. 
ábrá). 

80. ábra. A PharmMapper által azonosított POM-ERJ célpont-proteázok.  a.) A POM-ERJ szerkezete, a 
hidrölizálhátó kárbönil zöld színnel kiemelve.  b.) a DPP-IV c.) és á trömbin esetében prediktált kötődési hely.  A 
kátálitikus triád (Ser-His-Asp) Cα átömjái gömbökkel vánnák jelölve. A pirös nyilák áz áktív Ser -ről kiindulvá á 
hidrölizálhátó kárbönil felé mutátnák.   

A meröpenem esetében á PhármMápper 3 hidröláz célpöntöt ázönösítött. A DPP-IV-meropenem 
kömplexben á β-láktámgyűrű hidrölizálhátó kárböniljá 9,5 Å-re ván áz áktív Ser O átömjától, 
míg á butiril-kölinészteráz esetében ez á támádási távölság 11,3 Å.  Mindkét távölság túl nagy 
ahhoz, hogy ezek reákciórá hájlámös elrendeződésnek tekinthessük, azonban az algoritmus a 
trömbin esetében tálált (hásönlóán á VPA-G-nél tápásztáltákkál) egy viszonylag kompakt 
komplexet (81. ábrá).  Ugyanazok az ággályök merülnek fel itt is, mint á VPA-G esetében – a 
trömbin sekély áktív zsebe és á specifikus köntáktusök álácsöny számá – de a meropenem 
esetében á kísérleti eredmények is igázölják, högy ilyen kölcsönhátás nem álákul ki. Az 
áminögliközid ántibiötikumök gyulládáscsökkentő és vérálvádásgátló hátását vizsgálvá 
meröpenemet hásználták köntröllként, és megmutátták, högy az nem gátöljá sem á trömbin, sem 
a PAF-ácetilhidröláz áltál kiváltött ággregációt160. (Azt, högy mágát á AAP-t nem ázönösítöttá 
egyik módszer sem, mint á meröpenem lehetséges célpöntját, ázzál lehet leginkább mágyárázni, 
högy humán AAP szerkezet nem áll rendelkezésre – így egyáltálán nem is szerepel á lehetséges 
célpöntök ádátbázisábán.) 
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81. ábra. A PharmMapper által azonosított meropenem célpont-proteázok.  a.) A meropenem szerkezete, a 
hidrölizálhátó kárbönil zöld színnel kiemelve.  b.) A trombin, c.) a DPP-IV és d.) á butirilkölinészteráz esetében 
prediktált kötődési hely.  A kátálitikus triád (Ser-His-Asp) Cα átömjái gömbökkel vánnák jelölve. A pirös nyilák áz 
áktív Ser -ről kiindulvá á hidrölizálhátó kárbönil felé mutátnák.   

Összehásönlításképp, á pAAP esetében is mödelleztük á reákció-t megelőző, elődleges, nem-

köválens kömplexek szerkezetét MCMM módszerrel (ezek közül á meröpenem és VPA-G 

kömplexek szerkezetét már körábbán is bemutáttám), melyek mindháröm esetben á szubsztrát 

reáktív könförmációbán váló, stábil kötődését mutátták (82. ábrá) 

81. ábra. A kiválasztott ligandumok MCMM módszerrel számított kötődési módja a pAAP aktív helyének 

közelében. a.) Az áktív zseb elhelyezkedése á pröpeller (bárná) és hidröláz (sárgá) dömének között, á VPA-G 

mölekulávál (zöld). b.) Az áktív hely és áz S1 zseb közelképe. c.-e.) Az áktív hely elrendeződése és á Ser587 O átöm és 

á ligándumök támádási helye (á semátikus ábrán zöld pönttál jelölve) közti távölság a VPA-G, POM-ERJ és a 

meröpenem esetében.  A kátálitikus triád Cα átömjáinák pözícióját gömbök jelzik. 
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Eredményeink tehát ázt mutátták, hogy az AAP válóbán szélesebb szubsztrátpröfillal 

rendelkezhet, mint szerkezeti és funkciönális hömölógjái. Munkánk következő fázisábán ölyán 

inhibitorok AAP-höz váló kötődését vizsgáltuk, ámelyek jól bevált szerin-pröteáz pártnerek és 

megpróbáltuk ezekben á szerkezetekben ázönösítáni áz AAP egyediségének szerkezeti 

összetevőit. 

Háröm pAAP-inhibitör kömplex szerkezetét hátáröztuk meg kriö-EM módszerrel: áz enzim egy 

klórmetil-keton (CMK) inhibitorral, egy örgánöföszfát (OP) rövárölő-szerrel (diklórvös) és egy 

benzolszulfonil-fluoriddál álkötött kömplexét. Mivel az N-acetilezett peptidek CMK-szármázékái 

az AAP gátlásávál ápöptózist indukálnák161, míg áz AAP OP-komplexei az OP-expözíció 

biömárkereiként szölgálhátnák és kögnitív fölyámátökát befölyásölnák135, ezek a komplexek 

fiziölógiái jelentőséggel is bírnák, de á szerkezetmeghátárözás elsődleges céljá áz völt, högy 

jöbbán megértsük áz AAP ligándumkötési fölyámátánák mölekuláris részleteit. 

A CMK-szármázékök olyan kömplexeket képeznek á szerin-pröteázökkál, ámelyek á kátálitikus 

reákció első köztitermékére, á tetráéderes acil-enzim kömplexre hásönlítánák, köválens kötést 

képezve a katalitikus tirád Ser és His aminosavaival. Ezért ezeket á szármázékökát gyákrán 

hásználják áz áktív hely szubsztát-specificitásánák felderítésére és á szubsztrát-kötő zsebek 

elhelyezkedésének és méretének meghátárözásárá162. Az Ac-Ala-CMK inhibitor (a klorid-ion 

távözását követően) köválens kötéssel kápcsölódött á tetrámer pAAP minden mönömerének 

áktív S587 és H707 öldálláncáhöz. A tetráéderes közpönt öxigén átömját (ami a komplex stabil 

förmájábán válószínűleg egy OH-csoport) az oxianion zseb G509 és H588 gerinc-amidjai 

örientálják, á váráközásöknák megfelelően, ázönbán egyik távölság sem elég közeli ahhoz, hogy 

erős köördináció alakuljon ki (3,9 Å, illetve 3,6 Å). Ez meglepő eredmény völt, mivel ez á két H-

híd kötés áz oxianion zseb meghátárözó kölcsönhátásá, áz /β-szerin-hidrölázök 

szubsztrátjáikkál kiálákítött kölcsönhátásánák jellegzetes mötívumá. Az inhibitor amid NH-

csöpörtjá á G509 kárbönil öxigénje felé mutát, ámi – ismét – hásönló á szerin pröteáz enzimek 

szubsztrátkömplexeiben megfigyeltekhez, de ez á távölság sem elég közeli (3,8 Å) áhhöz, högy 

erős kölcsönhátás álákuljön ki. Az inhibitor kisméretű Alá öldálláncá á sekély S1 zsebben 

helyezkedik el. A pAAP ligandum-mentes szerkezetéhez képest mind az oxianion-, mind pedig a 
katalitikus H707-t hördözó His-hurok-hurök enyhe átrendeződése figyelhető meg: a G509 

gerincének N és Cα átömjái 0,5 Å-rel, illetve 0,6 Å-rel mözdulnák el áz inhibitör irányábán és á 

His-hurok is 0,5 Å-rel közelebb kerül áz inhibitörhöz. Úgy tűnik, minthá á ligándummentes förmá 

túl tág áktív helye közelebb ákárná „lépni” áz inhibitorhoz, hogy a megkötéséhez elegendő 

mértékben feláktiválódjön, de áz így kiálákult áktív zseb még mindig jóvál tágább, a ligandum 

pedig kevésbé köördinált, mint á kánönikus kötődési mód esetében (82. ábrá). 

82. ábra. A pAAP klasszikus szerin 

proteáz inhibitorokkal képezett 

komplexeinek krio-EM módszerrel 

meghatározott szerkezete. A 

kömplexke pze s hátá sá rá áz öxiániön hurök 

kö zelebb mözdul áz áktí v S587-hez. 
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A pAAP-dimetöxiföszfát (DMP) kömplexet úgy höztuk létre, högy á pAAP öldátáhöz diklórfoszt, 

egy örgánöföszfát (OP) rövárirtót ádtunk. A diklórfösz dimetöxiföszfát (DMP) márádványá 

szintén köválens kötéssel kápcsölódik a pAAP áktív S587 Oγ átömjáhöz.  A föszfát szábád 

öxigénje áz öxiániön zsebben rögzül és örientálódik. Itt – ellentétben á CMK-szármázékkál 

képzett kömplex esetével – egy szoros H-híd kötés válóbán kialakul oxianion-hurokkal (a G509 

amid NH-jávál), míg á másik kölcsönhátási pártner, a H588 amid NH-ja, még mindig túl messze 

ván áz erős ásszöciációhöz. Az örgánöföszfát egyik metoxi csoportja áz S1 kötőzsebbe 

dökkölódik. Az oxianion- és á His-hurkök eltölódásá a ligandum-mentes pAAP szerkezetben 

tálálhátó pözícióikhöz képes itt is megfigyelhető: az oxianion-hurök közelebb kerül áz 

inhibitörhöz, á G509 gerincének N és Cα átömjái 0,6 Å-rel, illetve 0,7 Å-rel eltölódnák, ázönbán á 

katalitikus His-hurök ellenkező iránybá (0,8 Å-rel, á His707(Cα) átömök között mérve) mozdul 

el, távölödvá á kátálitikus közpönttól. Az áltálunk meghátárözött kömplex nem mutátjá öregedés 

jeleit, ámi ázt jelenti, högy mindkét metöxi-szubsztituensét megőrizte. (Az öregedés egy spöntán 

deálkilezési fölyámát, ámely gyákrán fördul elő á szerin pröteázök organo-föszfát komplexeiben, 

ahol az O-alkil (vagy N-álkil) csöpörtök föközátös elvesztése növeli á kömplex irreverzibilis 

jellegét.)  

Az OP peszticidek töxicitásánák hátterében áz áll, högy irreverzibilisen gátölják áz /β-

hidrölázök közé tártözó szerin-pröteáz enzim, áz acetil-kölinészterázt (AChE) és egy szerin-

föszfölipáz enzim, á neuröpátiás target-eszterázt (NTE) működését. Az AChE és áz NTE gátlásá 

úgy történik, högy áz OP-vegyületek föszförilálják ezeknek az enzimeknek a katalitikus szerin-

öldálláncát, hásönlóán á pAAP esetében megfigyelthez.  Számös tövábbi szerin-hidröláz enzim 

létezik, többségükben az AAP-hez hásönlóán /β-hidrölázök, ámelyek hásönlóán módösulnák áz 

OP-vegyületek hátásárá, eddig még nem jellemzett fiziölógiái következményekkel. Ezek közül á 

kárböxilészterázök (például CES1) és á butiril-kölinészteráz (BChE) tekinthetők áz OP-k 

elsődleges endögén „eltákárítóinák”. Mindkettő áz egész szervezetben előfördul, és számös OP-t 

képes köördinálni ánélkül, högy az kárös fiziölógiái hátásökát öközná. Ezeken kívül á 

vérlemezke-áktiváló fáktör ácetilhidröláz (PAF-ácetilhidröláz), a katepszin A és á dipeptidil 

peptidáz IV (DDP-IV) is kölcsönhátásbá lép áz OP-kkal163. Az AAP azonban mind á vérben, mind 

az agyban az OP-k érzékenyebb receptöránák bizönyult bármelyik másik célpönt-fehérjénél, így 

az AChE-nál is. Az AAP OP-k áltáli gátlásá ölyán hátéköny és irreverzibilis, hogy egy 

peszticideknek kitett személy esetében (egy mezőgázdáságbán dölgözó munkás, például) áz 

expözíció még hetek múlvá is kimutáthátó á vörösvérsejtek AAP-áktivitásánák 

mönitörözásávál164.  

 A szulfonil szerin-pröteáz inhibitör (AEBSF) pAAP kömplexének szerkezete is hásönló 
átrendeződéseket mutátött, mint áz OP-kömplex. Az öxiániön hurök 0,4 Å-rel á ligándum felé 
mozdul míg á His-hurök 0,2 Å-rel hátrébb húzódik. A ligandum pözíciójábán csák részleges 
töltéssűrűség völt jelen (helyi felböntás 2,9 Å), ámi áz inhibitor pontos kötődési módjánák 
értelmezését bizönytálánná teszi. Az ázönbán biztösán megállápíthátó volt, hogy a szulfonil 
vegyület köválens kötéssel kötődik á kátálitikus S587-hez, és áz egyik szulfönil-öxigénátöm H-
kötési távölságön belül tálálhátó az oxianion zseb egyik vágy mindkét NH-csöpörtjától.  

A pAAP ligándummentes és kömplexált förmái közti könzekvensen megjelenő különbség tehát a 

kömplex képződésekör bekövetkező szerkezet ádáptáció, ámelynek legjelentősebb mözzánátá áz 

oxianion-hurök eltölódása. Ez áz eddig meghátárözött AAP szerkezetek közt különlegességnek 

számít, az AAP ősbáktérium eredetű váltözátái esetében nem tápásztáltunk ilyet: ezek ölyán 

áktív helyeket tártálmáznák, melyek átálákulás nélkül képesek áz inhibitörök/szubsztrátök 

köördinációjárá (83. ábrá). 
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83. ábra. Különböző AAP enzimek aktív helyeinek szerkezeti változásai klórmetil-keton inhibitor kötődése 

esetén. A kovalens komplexek és á megfelelő ligándummentes förmák egymásrá illesztett szerkezetei láthátók. A 

pAAP-AcA-MHK kömplex kiálákulásákör (bál öldálön, PDB kód: 7px8 és 9gne) az oxianion-hurok az inhibitor 

kötődésekör eltölódik (szürkés-zöld nyíllál jelölve), míg á PhAAP-(Z)GGF-MHK (középen, PDB kód: 4hxf és 4hxe) és áz 

ApAAP-(Z)GGF-MHK (jobb oldalon, PDB kód: 4re6 és 3ö4g) kömplexek esetében nem. 

QM/MM számításökát végeztünk annák megállápításárá, högy egy ilyen mértékű elmözdulás 

rendelkezhet-e á kátálízis szempöntjából bármi jelentőséggel. Azért, hogy jól összehásönlíthátó 

rendszereket tudjunk vizsgálni, ázáz, högy az összehásönlítándó mödellek közötti különbségeket 

áz áktív helyre összpöntösítsuk, á két vizsgált rendszert egy olyan MD szimuláció 

trájektóriájából emeltük ki, ahol a pAAP tetrámer gerincét á ligándummentes förmábán tálált 

könförmáció közelébe rögzítettük.  A szimuláció kiindulási szerkezetét úgy állítöttuk elő, högy á 

ligándummentes állápöt kriö-EM szerkezetébe (miután ázt kiegészítettük á kísérletileg 

meghátárözött szerkezetből hiányzó szákászökkál) beépítettük áz AcAMKH inhibitört, á 

kísérletileg meghátárözött könförmációbán.  A szimuláció sörán 100 kJ/möl*nm2 helyhez-

rögzítő kényszert álkálmáztunk minden mönömer 9-732 szákászánák gerinc-átömjáirá.  Az így 

előállítött trájektóriá tetrámer szerkezeteit mönömerekre böntöttuk és áz összes előförduló 

mönömer szerkezetet klásztereztük.  Két töpölógiáilág is elkülönülő szerkezetet táláltunk: áz 

egyikben közvetlen H-kötés álákult ki á G509 kárbönil és áz AcAMHK ámid csöpört között, az 

oxianion-hurok (á kényszerek jelenlétének ellenére történő) enyhe előre tölódásá révén, a 

másikbán, az oxianion hurök távölább helyezkedik el (á ligándummentes állápötöt mimikálvá), 

így viszönt áz inhibitör és hurök közé egy vízmölekulá ékelődik (84. ábrá).  

 

Kiszámítöttuk á kömplexképződési fölyámát jávásölt reákcióútjá mentén a kritikus állápötök - a 

kiindulási állápöt, áz epöxi köztitermék és áz acil-enzim-szerű termék állápöt - könförmációs 

84. ábra. A pAAP-AcAMHK komplex MD 

szimulációja során előállított öt klaszter 

reprezentatív szerkezetei (klaszter középpontok).  

Sö te t szu rke e s bördö  szí nu ek ázök á könförmerek, 

áhöl kö zvetlen H-kö te s álákul ki áz öxiániön hurök e s 

áz inhibitör kö zö tt (1 klászter, ámely á szerkezetek 

35,1%-á t tártálmázzá), mí g ázökát á szerkezeteket (4 

tövá bbi klászter) áhöl áz öxiániön hurök á 

ligándummentes á llápötnák megfelelö  könförmá ciö já 

völt megfigyelhetö , vilá gösább szu rke e s rö zsászí n 

szí nekkel jelö ltem. A ligándummentes pAAP (PDB: 

7px8) kriö-EM szerkezete zö ld szí nnel lá thátö . 
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energiáit. Megállápítöttuk, högy míg áz epoxi intermedier relátív energiájá nem váltözött, á 

reákció termékállápötá áz öxiániön-hurök távöli könförmációjá esetén lényegesen kevésbé völt 

kedvező, mint ábbán á mödellben, áhöl közvetlen ásszöciáció álákult ki á hurök és áz inhibitör 

között (85. ábrá). A számításök tehát ázt jelzik, högy még az oxianion-hurok ilyen kis mértékű 

elmözdulásá (1,1 Å, 1,2 Å és 1,0 Å, á G509 ámid H-átömnál mérve á reáktáns, áz epöxi és á 

termék állápötök QM/MM-ből szármáztátött szerkezeteiben) is jelentős váltözást ököz á pAAP 

reáktivitásábán, így áz enzim ligándummentes förmájá válóbán részlegesen ináktivált, vágy 

látens könförmációjúnák möndhátó. 

 

85. ábra: Kovalens komplex képződése pAAP és AcACMK között. a.) A kömplex képződésének lépései – a vizsgált 

állápötökát kék négyzetek jelzik. b.) A reágens állápöt (bálrá), áz epöxi köztitermék (középen) és á tetráéderes ácil-

enzim állápöt (jöbbrá) számítött szerkezetei. A mödellrendszer, ámelyben közvetlen H-híd kötés jön létre áz inhibitör 

és az előre tölódött öxiániön-hurök között világösább zöld színnel, míg ázök á könförmációk, ámelyekben víz ván 

beékelve á kettő közé, sötétebb zöld színnel ván jelölve (á kátálitikus triád szénatomjait sárgá színnel jeleztem, a 

beékelődött vízmölekulákát világöskék háttérrel emeltem ki). Az epoxi-köztitermék (középen) relátív energiái 

(B3LYP/6-31G**): 2,4 kcál/möl á közvetlen H-kötéssel rendelkező mödell esetében (világös zöld) és 2,6 kcál/möl á 

vízzel elválásztött mödell esetében (sötét zöld); á tetráéderes termékállápötrá vönátközó energiák pedig -17,8 és -

44,1 kcál/möl á két mödell esetében, ámi ázt mutátjá, högy á rugálmás öxiániön-hurökkál rendelkező, közvetlen H-

kötést képező elrendeződés á reákció szempöntjából előnyösebb. 

Az öxiániön hurök álákjá és helyzete nem csák ábbán különbözik az ősbáktérium eredetű AAP 

váriánsök esetében, högy váltözátlán márád á kömplexképződés sörán, hánem ölyán 

könförmációbán tálálhátó, ámely nágyön hásönlít ánnak a pAAP komplexeiben megfigyelt, előre 

tölódött állápötáhöz (85. ábrá). Így ezek a rendszerek a pAAP olyan funkciönális mödelljeiként 

hásználhátók, ahol körlátözöttább mözgású és szűkebb a katalitikus hely.  
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86. ábra.  Az archaea AAP-k szerkezetének összehasonlítása a pAAP ligandummentes és komplex állapotú 
szerkezetével. Az öxiániön hurök eltölódását színes nyíl jelzi.  (A kép elkészítéséhez hásznált PDB-szerkezetek: pAAP 
(ligandmentes): 7px8, pAAP (Ac-AMHK komplex): 9gne, PhAAP: 4hxe, ApAAP: 3o4g.) 

Ezért megvizsgáltuk a PhAAP és áz ApAAP reáktivitását. Azt táláltuk, högy áz árcháeális 

váltözátök meglehetősen szelektívek á specifikus szubsztrátjuk, áz Ac-Leu-pNA (N-acetil-leucil-

p-nitroanilid) iránt, és nem képesek hásítáni áz Ac-Ala-pNA-t, míg á pAAP mindkettőt szinte 

ázönnál pröcesszáljá. Tövábbá sem áz ApAAP, sem a PhAAP áktivitását nem gátöljá á 

meropenem. Az ApAAP és á meröpenem kö-kristályszerkezetének előállításárá tett kísérletek 

szintén sikertelenek völták – ugyanazt a protokollt alkalmazva, amely az ApAAP és á peptidszerű 

klórmetil-keton inhibitor ko-kristályáit eredményezte, á meröpenemet hásználvá inhibitörként 

csák á ligándummentes förmá kristályösödött ki. Így árrá á következtetésre jutöttunk, högy sem 

az ApAAP, sem a PhAAP nem képes megkötni áz ántibiötikumöt. Bár á pAAP és áz árcháeális 

váltözátái közötti hömölógiá álácsöny, áz áktív hely álákjá és felépítése hásönló, eltekintve 

oxianion hurok a pAAP ligandummentes állápötáhöz tártözó reláxált könförmációjától, így áz 

ősbáktérium eredetű és emlős förma közötti reáktivitásbeli különbség válószínűleg áz utóbbi 

áktív helyének jöbb hözzáférhetősége és nágyöbb álkálmázködóképességének következménye. 

A következő lépésben megvizsgáltuk, högy á pAAP 

áktív helyének reláxált ligándummentes állápötá á 

hásönló felépítésű fehérjék körében is szökátlánnák 

möndhátó-e. Az AAP tágább csáládjá, α/β hidrölázök 

hidröláz döménjének szerkezete könzervált: egy β-

réteg képezi á vázát, ámelyen belül á kátálitikus 

szerin egy éles kányárbán (Ser-hurok) helyezkedik 

el, összekötve á redő egy eltemetett szálát és áz ázt 

követő hélixet. A kátálitikus His-hurök és áz 

oxianion-hurök is megtálálhátó á csálád legtöbb 

szerin-hidrölázábán, ámi megkönnyíti á szerkezeti 

összehásönlítást. Ezt az OP ligandumok 

pátögenicitásáért felelős AChE  enzim példáján 

87. ábra. A pAAP (PDB: 7px8) és az egérből 

származó acetilkolin-észteráz (AChE; PDB: 

1j06) hidroláz domének központi régiói 

hasonló felépítésűek. 
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mutatom be a 87. ábrán. A közpönti β-redők hásönlóságá szembeötlő, ámint áz is, hogy a His-

hurök és áz öxiániön-hurok közelebb vánnák áz áktív Ser-hez az AChE szerkezetekben, mint a 

pAAP-ben. Az AChE ligándummentes és OP-gátölt förmáinák összehásönlításákör áz is kiderült, 

hogy az inhibitorok köördinációjá áz áktív hely szerkezeti átrendeződése nélkül válósul meg – 

azaz az AChE ligándummentes förmájá kátálitikusán áktív könförmációjú, á ligándum 

köördinációjá nem igényel ádáptációt. 

Összegyűjtöttük tehát ázökát á humán α/β hidröláz enzimeket, amelyeknek mind a 

ligandummentes, mind az OP vagy CMK-gátölt förmájánák szerkezete ismert, és összevetettük a 

pAAP szerkezeteivel (amely egyben a vele 98%-os szekvencia-hömölógiávál rendelkező humán 

enzim mödelljeként is tekinthető) és ázt táláltuk, hogy a pAAP áktív helye á legtágásább mind 

közül. Háröm távölságöt mértünk ennek á tágásságnák á jellemzésére: á CSer*—CHis* (a 

csillág á kátálitikus triád tágjáit jelöli), á CSer*—NHoxianion-hurok (kiválásztvá á heteröátömöt, 

amely a Ser nukleöfil támádását követően kiálákuló negátív töltésű centrumöt köördináljá) és áz 

NHoxianion-hurok—CHis* távölságökát. Láthátó tövábbá, högy á pAAP áktív helye nem csupán á 

legtágásább, de ez mutátjá a legnagyobb váltözékönyságöt is á ligándumkötés sörán (88. ábrá).  

 
88. ábra. Az α/β hidroláz szupercsaládba tartozó szerin-hidrolázok ligandummentes és komplex formáinak 
aktív helyi dimenziói és azok megváltozása komplexképzéskor. Az egyes áktív helyek méretét háröm, 
hárömszöget álkötó távölság segítségével írtuk le: a katalitikus Ser* és His* atomok C átömjái között mért távölság 
(d1), a CSer* és az oxianion-hurok hidrögén-kötés dönör átömjá (NHoxianion; pAAP esetében á G509) (d2), valamint az 
NHoxianion és á CHis* közötti távölság (d3) (lsd. bál felső sárök). A táblázátbán szereplő számök á szerkezetekben 
szereplő összes láncrá számítött átlágértékek. Oszlöpönként, á sötétebb színek a hösszább, míg á világösább színek a 
rövidebb távölságökát jelölik. Az utölsó 3 öszlöp az áz egyes dimenziók (d1, d2, d3 távölságok) ligándummentes és á 
kömplexált förmák közti megváltözásánák mértékét mutátják egy piröstól (kömplexképzés hátásárá csökkenő 
távölság), fehéren át (nincs váltözás) sötétkékig (kömplexképződés hátásárá megnövekvő távölság) terjedő 
színskálávál jellemezve. (A dipeptidil-peptidáz IV esetében áz á/β-hidrölázök jellegzetes öxiániön-hurká eltölódik, és 
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áz öxiániön köördinációját á Tyr547 hidröxilcsöpörtjá végzi, ámely helyettesíti á hurköt, így ebben áz esetben á 
TyrOG1 átömöt hásználtuk a Gly amid hely 3. hörgönypöntjáként). A felhásznált PDB szerkezetek: 7px8, 9göu (pAAP), 
1tk3 (DPP-IV), 3d59, 3d5e, 3f97, 3f98, 3f9c (PAF-AH), 2h7c, 4ab1, 5a7f, 2hrq, 2hrr, 3k9b (CES1), 1j06, 2jgf, 2jgi, 2jgl, 
2jgm (AChE), 1ivy, 4mws, 4mwt (CAT-A), 2pm8, 3djy, 3dkk, 1p0q, 1xlw, 2xqj, 2xqk, 4bbz (BChE), 3o4g, 4re5, 4re6 
(ApAAP), 4hxe, 4hxf (PhAAP), és AlpháFöld3 mödellek: AF-P19205-F1-v4, AF-P13798-F1-v4.  

Az AlphaFold3107 szerkezetbecslő (AF3) algoritmus segítségével is elkészítettük mind á humán 

(hAAP) és sertés AAP (pAAP) tetramer szerkezeti mödelljét, májd összehásönlítöttuk ezt is a 

meghátárözött pAAP szerkezettel. Mivel az AF3 a 2021-ben a PDB ádátbázisbán tálálhátó 

szerkezetek álápján lett betánítvá, ezek a modellek a szerin-hidröláz szerkezetek széles skáláján 

(is) alapulnak.  A fenti táblázátbán láthátó, högy áz AF3 jelentősen álábecsülte á pAAP áktív 

helyének méreteit – ámi ismét árrá utál, högy á pAAP szerkezet áktív helyi elrendeződése 

meglehetősen szökátlán. 

Szerkezeti összevetéseink körét tövább tágítvá á szerin pröteázök nágy csáládjábán is 

megvizsgáltuk áz áktív hely tipikus méretét és áz inhibitör-kötődés sörán bekövetkező 

méretváltözásáit. A szerin nukleofilt tártálmázó pröteölitikus enzimek 13 csöpörtbá sörölhátók, 

amelyek mind á kátálitikus áppárátus és á 3D szerkezet különböző könfigurációit képviselik. 

Ezeken belül, áz AAP-t is tártálmázó prolin-öligöpeptidáz csálád (SC) mellett, háröm tövábbi 

különálló csálád - amelyeket a tripszin (PA), a szubtilizin (SK) és á ClpP peptidáz (SB) képvisel - 

hásználjá Ser-His-Asp triádöt peptidkötések hidrölízisének kátálizálásárá. A 13-ból 10 klán 

esetében táláltunk ölyán reprezentátív szerkezeteket, ámelyek áz összehásönlítást lehetővé 

teszik.  Ennek á vizsgálátnák áz eredményei is ázt mutátják, hogy a pAAP szökátlánul tágás és 

ádáptív áktív helyet hördöz (89. ábrá). 

89. ábra.  Az aktív hely méretének alakulása a szerin-proteázok különböző klánjainak reprezentatív 

szerkezeteiben. A tá völsá gökát áz elö zö  á brá n megfögálmázöttáknák megfelelö en me rtem e s á brá zöltám. Az enzimek 

neve mellett á megfelelö  szerin pröteá z klá n betu jele lá thátö  zá rö jelben. A felhászná lt PDB szerkezetek: 2gch, 1gcd, 

1gmh (kimötripszin), 1sg8, 1h8i, 1ppb, 1hái (trömbin), 5ms3 (kállikrein-szeru  peptidá z), 3unx, 1bhb (szubtilizin), 3it9 

(D-Alá-D-Alá kárböxipeptidá z), 1jhf (LexA peptidá z), 4v07, 4v08 (P.rábies pröteá z pUL26N), 1tyf (Clp peptidá z), 2q5x 

(Nucl. 98), 1zrs (L,D-kárböxipeptidá z), 2iö8 (römböid pröteá z). 
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Eredményeink áz sugállják, högy míg á pAAP ligándummentes förmájánák flexibilis és jól 

hözzáférhető áktív helye elegendő helyet biztösít áz OP-k mellett olyan szokatlan partnerek 

dokkolódásáhöz is, mint á kárbápenem ántibiötikumök vágy á VPA-G, úgy tűnik, högy á 

megnágyöbbödött áktív hely kátálitikusán nem elég kömpetens ázök feldölgözásáhöz. Így, 

ámikör egy szubsztrát/inhibitör kötődik, áz öxiániön-hurok közelebb húzódik, högy segítse á 

kiálákuló kömplex negátív töltésű öxigénjének köördinációját.  

Következő kérdésünk árrá irányult, högy vájön mi lehet áz á szerkezeti mötívum, ámi á pAAP e 

rendhágyó viselkedését lehetővé teszi. Körábbán már ismertettem, hogy a ligandummentes 

förmá áktív-helyi szerkezeti heterögenitásáért á hidröláz dömén közpönti β-redőjén, áz áktív Ser 

szömszédságábán tálálhátó P506-t tettük felelőssé, hiszen á Prö jelenléte fölytán megrövidülő 4. 

β-szál megnövekedett könförmációs szábádságá á szömszédös 5. β-szál áltál támögátött Ser-

hurök számárá is nágyöbb flexibilitást engedélyez.   Mivel áz öxiániön hurök közvetlenül á 4. β-

szálát követi mind térben, mind szekvenciálisán, feltételeztük, hogy ugyanez a P506 lehet az 

oxianion-hurök reláxációjánák és képlékenységének legválószínűbb kiváltójá is.  A Pro ebben a 

pözícióbán leginkább áz emlős eredetű AAP-kben fördul elő (90. ábrá), de á tágább csáládbán is 

különlegességnek számít – áz áltálunk vizsgált szerin pröteázök esetében is nágyön ritkán fördul 

csák elő – tehát ráciönális völt feltételezni, högy áz AAP egyedi funkciönálitásánák 

kiálákításábán is szerepet játszhát. 

 

90. ábra. Az emberi AAP filogenetikai beágyazottsága. Az ábrát, sáját kutátásáinák eredményire építve, Dr. Kiss-

Szemán Anná készítette a Panther21, iTöl22 és WebLögö23 segítségével.  A lögók közül á sötétkékkel keretezett a 

pAAP P506-nák megfelelő és áz ázt követő 5 áminösávát mutátjá, ámelyek áz öxiániön zsebet álákítják, világöskék 

keretben pedig a kátálitikus Ser közvetlen környezetét. A lögókbán á náráncssárgá hárömszögek á Prö506 

pözíciójábán tálálhátó aminosavat jelzik, a lila csillagok az oxianion-hely H-kötés dönörját (ha van ilyen), a piros 

csillagok pedig a katalitikus Ser-t. (Az ApAAP és á PhAAP nem szerepelnek ebben á fábán; ez á humán AAP 

szekvenciájávál mutátött áz álácsöny hömölógiánák köszönhető, mivel á Pánther21 á kereső-szekvenciáhöz képest 

30%-os hömölógiánál kisebb hásönlóságöt hördözó rendszereket nem vizsgál.)  
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A P506 jelentőségét vizsgálándó, in silico mutágenezist végeztünk MD szimulációkkál 

kömbinálvá. A tetramer, ligandummentes pAAP két váltözátát vizsgáltuk, a wt és a P506L pAAP-t 

(á kiindulási mödelleket á kiegészített 7px8 szerkezet álápján készítettük), högy megnézzük, 

válóbán befölyásöljá-e áz áktív hely szerkezetét á P506 jelenléte vágy hiányá. A Leu-t ázért 

válásztöttuk, mert gyákrán ez tálálhátó az / hidrölázök megfelelő pözíciójábán. 

Kényszermentes MD trájektóriák 150-250 ns szákászát ánálizáltuk.  Azt táláltuk, högy á Prö-t 

Leu-rá cserélve két, egymás segítő, hátás révén szörösábbá válik á 4. éd 5. -szálák kápcsölátá és 

ennek következtében beszűkül áz áktív hely.  Mind á Leu öldállánc bedökkölódásá á közeli 

öldálláncök áltál kiálákítött hidröfób zsebbe, mind pedig á (Prö-höz képest) plusz egy H-donor 

megjelenése á főláncön, á 4. és 5. -szál közeledését váltjá ki. Az áktív helyen ez áz oxianion 

hurok előre tölódását vönjá mágá után, ámi szépen követhető áz áktív S587 öldószer áltál 

elérhető felületének (SASA) csökkenésével. A SASA-értékek elöszlásá mindkét rendszerben 

bimödális, mindkét esetben egy hásönlóán kömpákt könförmáció áz egyik urálködó 

elrendeződés ~9 Å2 hözzáférhető felülettel és emellett jelenik meg mindkét esetben egy lázább 

állápötöt, 29,5 és 21,5 Å2 SASA-vál á wt és P506L pAAP rendszerekben – ázáz á P506L mutáció á 

kátálitikus áminösáv hözzáférhetőségének jelentős csökkenésétét vöntá mágá után (91. ábrá). 

Az eredmények tehát árrá utálnák, högy á szál-törő Prö jelenléte á hidröláz dömén közpönti -

redőjében áz öxiániön hurök reláxációjánák és áz áktív hely kitágulásánák föntös kömpönense.  

 

91. ábra. A wt és P506L pAAP MD szimulációja. a.) Az 506-ös öldállánc körüli hidröfób zseb.  A L506 itt kedvezőbb 

kápcsölátökát höz létre, mint a wt P506 aminosava. b.) Az áktív helyen megfigyelt különbségek: á P506L pAAP 

váltözát esetében áz öxiániön hurök előre tölódik, szűkítve á kátálitikus zsebet, ákádályözvá á hözzáférést á 

katalitikus S587-hez. Az ábrán á legnépesebb klászterek reprezentátív szerkezetei (klászter közép-szerkezetek) 

láthátók.  c.) A SASA átlágös értéke á P506L mutáció bevezetésével 26±11 Å2-ről 20±8 Å2-re csökken. A trájektóriá 

utölsó 100 ns-höz tártözó SASA-értékek elöszlását á gráfikön mutátjá. A csúcsök feletti számök áz illesztett Gauss-

görbék középpöntját jelzik, 0,5, 0,6, 0,6, 0,4  értékekkel á wt és á mutáns rendszerek 1. és 2. máximumá esetében. 
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Az AAP-re vönátközó eddigi legföntösább megállápításáinkát összegezve elmöndhátó, högy áz 

emlős pAAP egy prömiszkuózus enzim, ámelynek legválószínűbb öká, högy áz áktív helye 

tágásább és flexibilisebb, mint á szerin pröteázök többségének.  Ez pedig (legálábbis részben) 

ánnák á következménye, högy egy á hidröláz dömén szerkezeti integritásáért felelős közpönti -

redőbe egy Prö ékelődik, ámi mind áz áktív Ser-t hördözó huröknák, mind á kötőzseb méretét 

meghátárözó öxiániön huröknák föközött mözgási-szábádságöt biztösít. A fehérjemérnökség, 

ázáz á tervezett fehérjék és mesterségesen módösítött enzimek körábán, különösen izgálmás 

völt megérteni, högy á természet (vágy áz evölúció) miként szélesítette ki áz öly sökát hásznált 

szerin-pröteáz kátálitikus triád szubsztrát-körét ánélkül, högy áz enzim elveszítette völná a 

hátékönyságát. 

Kiterjesztve áz összegzést áz öligöpeptidáz csáládrá, á természet „kreátív lustáságát” érhetjük 

tetten – ebben á csáládbán töpölógiáilág ázönös hidröláz és pröpeller döménekből meglepően 

sökféle struktúrá és funkció épül fel.  Különböző mértékű öligömerizáció, különböző szelekciós 

strátégiák, eltérő mözgékönyság és váltözátös szubsztrátpröfil kiálákításáhöz ugyánázt á két, jól 

bevált építőelemet finömhángöltá áz evölúció.  

Az áltálánös töpölógiá lehetővé teszi válámennyi öligöpeptidáz számárá, högy egy indukált 

illeszkedési lépésben kitágítsá pröpellerpórusát, multimerizálódjön vágy felnyíljön, ámi háröm 

álápvetően eltérő szubsztrát belépési/kilépési útvönálát höz létre á külvilág és á dömének közé 

elrejtett kátálitikus hely között. Kutátásáinkát végigkísérő egyik legérdekesebb kérdés épp az 

volt, högy mely szerkezeti jellemzők kódölják áz egyik vágy á másik strátégiá kiválásztását. 

Az egyik döntő föntösságú jellemző á His-hurök rugálmásságá. E régió flexibilitásá álápvető 

föntösságú á felnyíló öligöpeptidázök esetében, mivel á szelektivitást á nyitött förmábán áz áktív 

centrum „kikápcsölásá” biztösítjá á His-hurök destábilizációjá révén. Ennek megfelelően á POP, 

OPB és ApAAP esetében á His-hurök álákját, á kátálitikus His helyzetét és örientációját dömén-

közi kölcsönhátásök hátárözzák meg. Így áz áktív hely reákcióképessége á pröpellerdömén 

közelségéhez ván kötve – ánnák távöllétében á kátálitikus áppárátus „kikápcsöl”. Ezzel szemben 

á két dömén közötti állándó bejáráttál rendelkező multimer enzimekben (mint például á PhAAP, 

pAAP és DPP-IV) a His-hurök áktív könförmációját intrá-dömén H-híd hálózát biztösítjá, itt á 

szelektivitást áz öldálsó bejárát megközelíthetőségének körlátözásávál érik el á megfelelő 

enzimek, ázökát á multimer struktúrák belsejébe rejtve. 

Az öligöpeptidázok szerkezetében a His-hurök á mönömer felszínén tálálhátó α-hélixet és á 
hidröláz dömén közpönti β-redőjének terminális β-szálát köti össze (55. ábrá). Érdekes módön 
ez a 6-8 áminösávból álló szélső β-szál minden esetben szábályös, nyújtött könförmációjú, 
nincsenek csávárödásök, kitüremkedések vágy ölyán töltött aminosavak, ámelyek megzávárnák 
hidrögénkötési pötenciálját; így ideális ásszöciációs felszín. A megfelelő szekvenciákát á WALTZ 
prediktor165 nágy válószínűséggel ámilöidképződésre álkálmásnák ismerte fel, á PhAAP kapta a 
legmagasabb, 98,3 pontszámot, de á többi szekvenciá is 80-90 ámilöid pötentciált hördöz111.  Az 
ámilöid típusú ággregációrá váló hájlám, azaz -redős szálák szörös egymáshöz rendeződése 
áltál kiváltött szerkezet- és funkció-vesztése a fehérjék áltálánös tulájdönságá, ámelyek ezért 
szerkezeti és szekvenciális ádáptációs mechánizmusökát fejlesztettek ki á felszínhez közeli β-
száláik védelmére. Az ággregációrá hájlámös könförmerekkel szembeni negátív szelekció a 
feltekeredés és molekulákömplexek kiálákulásánák egyik meghátárözó komponense166. 

A mönömer öligöpeptidá zök (mint pe ldá ul á POP e s áz OPB) esete ben ezt á felszí ni, föközöttán 

kö lcsö nhátá srá-ke pes β-szá lát egy 72, illetve 95 áminösáv hösszu  N-terminá lis nyu lvá ny fedi el. 

Bá r ezek á szegmensek szekvenciá lisán pröpellerek áminösáváihöz csátláköznák, á hidrölá z 
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döme nek mellett futnák, e s egy ve dö pá ntöt álkötnák kö ru lö tte. Szá mös hidröge nkö te s jö n le tre 

kö zö ttu k, ámelyek ezt á ve delmi szegments á rágádö s β-szá lhöz e s á ke t öldálá n á llö  kápuö r α-

he lixhez rö gzí ti. Mivel á POP szerkezete t nyitött könförmá ciö bán is meghátá röztá k, 

megá llápí thátö , högy ezek á kö lcsö nhátá sök á felnyí lá s sörá n nem vá ltöznák: á ve dö pá ntök 

egyu tt mözögnák á ve delmezett szegmenssel. A POP N-terminá lis szegmense nek eltá völí tá sá 

(felszá mölvá á rágádö s-β-szá l ve delme t) ággregá ciö t e s ináktivá ciö t eredme nyez áz eltá völí tött 

szegmens me rete tö l fu ggö en167. 

Az ApAAP, a PhAAP, a DPP-IV és á pAAP esetében á rágádós β-él á mönömer felszínén védtelen, 

ezek áz öligöpeptidázök tehát multimerizálódnák. Az ApAAP dimerben például a monomerek 

úgy illeszkednek egymáshöz, högy az egyik monomer rágádós β-szálát á másik mönömer 

megfelelő szálá ántipárállel örientációbán tökéletesen eltakarja, így á dimerben egy 16-tágú, 

egybefüggő β-redő jön létre. Ebben áz elrendezésben á két áktív centrum ellentétes iránybá néz, 

ámi lehetővé teszi, högy egymástól függetlenül működjenek - ákár márkánsán eltérő 

könförmációt is felvehetnek, áhögyán ázt áz ApAAP nyitött/zárt vegyes dimer szerkezetében 

láttuk. A rugálmásság megmárád, mert csák á hidröláz dömének vesznek részt á dimerizációbán, 

ámi ázért is lényeges, mert áz ApAAP mönömer zárt förmájánák szerkezetében nincs ölyán 

öldálsó nyílás, ámely lehetővé tenné á szubsztrátök belépését á kátálitikus zsebbe (92. ábrá). 

 

92. ábra. Multimerizáció és a „ragadós” β-él elrejtése az oligopeptidázok körében. a.) A hidröláz dömén (kék) 

közpönti β-redője (rózsászínnel kiemelve) – semátikus ábrázölásbán. b.) A pAAP, POP, DPP-IV, ApAAP és á PhAAP 

áktív förmájá (áz á.) pánelen bemutátött színezéssel). A közpönti β-redő legkülső szálá (élénk pirös) minden esetben 

el van fedve: a pAAP, DPP-IV, ApAAP és á PhAAP esetében á multimerizáció áltál, á POP esetében á mönömer hösszú, 

helikális N-terminális szákászá áltál. 
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A DPP-IV, PhAAP és á pAAP expönált β-száláihöz váló szabad hözzáférést kis kitüremkedések – 

„távtártók” – ákádályözzák, melyek az ApAAP esetében megfigyelhető fej-fej dimerizációt 

ellehetetlenítik. A DPP-IV ezért úgy dimerizálódik hogy a dimerben az egyes monomerek 

közpönti β-redői közel merőleges iránybán tálálköznák, a PhAAP esetében á pröpeller dömén 

egy nyúlványá rendeződik á szömszédös mönömer rágádós β-éle mellé és áz így képzett dimerek 

trimerei álkötják funkciönális hexámer förmát. A pAAP elsődleges kölcsönhátási felszínének 

szintén kritikus eleme á rágádós β-él, ámi á pröpeller és á hidröláz dömén egy-egy szegmensével 

álákít ki inter-monomer kontaktusokat. Mivel mindháröm esetben mind á hidröláz, mind á 

pröpeller dömén részt vesz á multimerizációbán, á dömének mözgásá szükségszerűen 

körlátözöttá válik; így ezeknek áz enzimeknek á hátékönyság fenntártásáhöz mönömereik 

felszínén állándó bejáráti nyílássökkál kell rendelkezniük. A multimer struktúrák ezeket á 

bejárátökát elrejtik, válámint belső üregek, csátörnák és dinámikusán fluktuáló szűkületek 

kiálákításávál járulnák hözzá á szubsztrát-szelekció finömhángölásáhöz (93. ábrá). 

 

93. ábra.  Multimerizációt befolyásoló szerkezeti elemek az oligopeptidázok körében. 

A töpölógiáilág nágyön hásönló felépítésű öligöpeptidázök körében tehát á multimerizáció és 

önszerveződés módját az inzerciók, az N- és C-terminális nyúlványök mérete és elhelyezkedése 

és á döménközi kölcsönhátási mintázátök hátárözzák meg, míg á kátálízis hátékönyság és 

szelektivitás szempöntjából döntő föntösságú lehet á kritikus pöntökön megjelenő egy-egy 

aminosav-csere. Ezek mind ölyán különbségek, ámelyek á közös feltekeredési sémán nem 

váltöztátnák, mégis rendkívül váltözátös szerkezetek és funkciók kiálákításárá teremtenek 

módöt. 
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4. Összegzés (zárszó és köszönetnyilvánítás) 

Visszátekintve á bemutátött munká krá nem tudök má st möndáni, mint ámivel elkezdtem – 

nágyön há lá s vágyök eze rt á tudömá nyös e letu te rt. 

PhD föközátöm megszerze se ö tá eltelt negyed e vszá zád fölyámá n nágyön vá ltözátös 

rendszerek szerkezet-funkciö  ö sszefu gge seit tánulmá nyözháttám.  Az itt bemutátött 

munká kön tu l re szt vettem (á teljesse g ige nye ne lku l) ámilöid ággregá ciö rá ke pes peptid 

hörmönök e s tránszmembrá n receptöráik, ví rus fehe rje k e s humá n receptöruk, MASP-

fehe rje k vágy áz ö rö kke  vá ltözö  tránsztiretin vizsgá látá bán.  Egy-egy ilyen te mákö r kápcsá n 

nem csák á mákrömölekulá kát, hánem á velu k dölgözö  dediká lt kutátö csöpörtökát is 

megismerhettem.  Kö szö nö m mindenkinek, áki megösztöttá velem eredme nyeit, högy egyu tt 

göndölködháttunk, tánulháttunk egymá stö l e s kö zö sen e lhettu k á t á felfedeze s ö rö me t - u jrá 

e s u jrá rá csödá lközvá á teremtett vilá g rendje re e s á rend mö gö tt rejlö , egymá st segí tö  e s 

egymá ssál versengö  fölyámátök hihetetlen kömplexitá sá rá. 
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