dnenyhard 394 25

Kolcsonhatasi halozatok és dinamikai
sajatsagok vizsgalata élettani szempontbol
jelentos fehérjékben

Karancsiné Menyhard Dora

HUN | 4
& REN | TKI

Eotvos Lorand Tudomanyegyetem, Kémia Intezet
Szerkezeti Kémia és Bioldgia Laboratérium
HUN-REN-ELTE Fehérjemodellezd Kutatécsoport
2025



dnenyhard 394 25

Tartalomjegyzék
1. BEVEZETES ... e 3
2. AIKaImMAazott MOASZEIeK ........cccoveiiiiiie ettt er e e s sne e e e 4
2.1. Molekulamechanika ...t e e e e e 4
2.2.  Kvantumkémia és molekulamechanika egylittes alkalmazasa ..........cccccevervennene. 7
2.3. Rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalat .........cccccovcviieieiiiiiincnie e 8
2.4. Kriogén elektronmikroSzKOpia .......cccccciviiiiiiin s e s 11
3. EredmeE@NYEK .......oooiiiiii i e e e e e e e s r e e 15
3.1. Hem fehérjék vizsgalata .......c.cooeooiiirmmer e e 15
3.1.1. Anitrogén-monoxid szintaz elektrontanszfer folyamatai .........c.ccc.cceeve. 15
3.1.2. Anitrophorin 4 pH-fiiggd nitrogén-monoxid affinitdsanak vizsgalata ... 19
3.1.3. Hem fehérjék, mint kétatomos gazok érzékeny szenzorai ..............ce..... 21
3.2. Betegségokozo6 mutacidk hatasa egy pszeudouridinaz miikodésére ................... 25
3.3.  Onkogén mutaciok hatdsa K-Ras szerkezetére és dinamikajara .........c..ccccccevnuenn. 39
3.4. Apodocin szerepe a vese SZUr6rendszerében .........c.ccccerveeriiiieiniinncensieesies e 52
3.5. Multimerizacio és flexibilitds hatdsa az acil-aminoacil peptiddzok miikodésére 68
Q. OSSZEEZES ...ttt ettt et et et e a et et sa e et ena e st enn 109
A dolgozat alapjaul szolgald kozlemények .............cccocviiiiiiiiinininic e 110

=Y =3 q =) 4 Lok - 1 TR B 72




dnenyhard 394 25

1. Bevezetés

Toébb mint hatvan évvel ezel6tt Max Perutz, John Kendrew és munkatdrsaik a Cambridge-i
Egyetemen rontgenkrisztallografia modszerét alkalmazva els6ként hatdroztak meg fehérjék - a
hemoglobin és a mioglobin - molekularis szerkezetétl.2. Megallapitottdk, hogy mindkét molekula
a Linus Pauling altal vizionalt alfa-hélixekbdl épiil fel, de joval kompaktabb és komplexebb
mdédon pakoldédva, mintsem vartdk volna. A szerkezeti informaciék birtokdban meg tudtdk
magyarazni, hogyan koéti és szabaditja fel a hemoglobin az oxigént és hogyan adja at a raktar
fehérjeként is funkcionalé mioglobinnak. A felfedezés és az igen hamar elterjedté valé médszer
mara koézel 200000 makromolekularis szerkezetet eredményezett.

A meghatarozott szerkezetek leny(igozé sokasaga és sokfélesége, a szervezet miikodésébe vald
egészen 1Uj betekintés lehetdségének hatdsa alatt a bioldgiai makromolekuldk dinamikus
természetének vizsgalata egy id6re hattérbe szorult. Azonban a kiilonb6z6 spektroszkoépiai
modszerek, valamint a kisszogli rontgen-széras kisérletek eredményei, majd a makromolekulak
vizsgalatara is fokozatosan alkalmassa valé NMR technikdk és a krio-elektronmikroszképias
modszerek alkalmazasaval megfigyelt szerkezetsokasagok, egyensulyi kdrtilmények kozt egymas
mellett el6forduld eltéré konformerek és asszociaciok meghatarozasa kiiléndsen is vilagossa
tette, hogy milyen alapvetd jellemzdje a makromolekuldris rendszereknek a valtozékonysag.
Valdjdban e rendszerek természetét és térbeliségét a feltekeredési mintazat és a mintazatra
épiil6 képlékeny, fluktudld felszinek, valtakozé csatornarendszerek és belsé terek, pH- és
ionerdsség-szenzitiv kdlcsénhatasi halézatok szinergizmusa alakitja ki, funkcionalitdsukat pedig
leginkabb a kélcsonhatdsra valé - szintén dinamikusan valtoz6 - hajlamuk.

Munkdm célja e bels6 vilag felderitése volt: azokat a kdlcsonhatdsi mintdzatokat és
mozgasformakat szerettem volna vizsgalni, melyek a szerkezet ismeretében, sokszor csak
szamitasos modszerekkel érhet6k tetten, de alapvet6en befolyasoljak a szervezetiinket alkotd
molekuldk miikodését. Szerettem volna megérteni egészséges miikodésiik legfontosabb
szerkezeti és dinamikai vonatkozasait, valamint hogy hogyan romolhatnak el és esetleges
korrekcidjukra miként lehet lehet§ség.

A dolgozatban bemutatott munkdak idérendben szerepelnek, amely azért is bizonyult kiilondsen
hasznosnak, mert ravilagit a tudomanyos életutam soran bekovetkezett szemléletvaltasra is: mig
az elsd fejezetben 0Osszegylijtott munkak sordn az irodalomban fellelt érdekes kérdésekre
fokuszaltunk, irodalmi adatsorokat, kisérleti eredményeket kiséreltiink meg értelmezni, ez
késébb megvaltozott. Hamar viladgossa valt ugyanis, hogy egy kérdést igazdn jol koriiljarni a
kisérleteket végz6 kollégakkal szoros egyilittmi{ikddésben, vagy a kisérletek aktiv résztvevdjeként
lehet, amikor a szadmitdsok eredményei alapjan mod nyilik kisérletek tervezésére, és azok
eredményei alapjan pedig az elméleti modellek pontositdsara vagy djra-alkotdsara. Ezekben az
esetekben a modellezd ,torténet-mesélési” szerepkorbe keriilhet, 6 lehet az, aki a kisérleti
eredmények és az azokat reflektdlni képes modellek alapjan altaldanos mondanivaldkat
fogalmazhat meg. Nagyon halds vagyok, hogy ilyen tipusu kutatdsokban is részt vehettem, és
ezek kozil mutatok be néhany példat a dolgozat 1ényegi részét alkoto fejezetekben.
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2. Alkalmazott modszerek

2.1 Molekulamechanika (az ,Ezerarct fehérjék” cim( 14. fejezetének (Fehérjemodellezés - Z.
Gaspari, G. Gyimesi, T. Hegedis, DK. Menyhard)3 altalam irt szovegrészlete)

,Egy célfehérje konformacios terének in silico feltérképezése akkor lehetséges, ha ki tudjuk
szamitani az adott molekuldhoz tartozé potencidlis energiafelszin (PES - Potential Energy
Surface) alakjat, azt a ,domborzati térképet” amely megadja az egyes atommag-elrendez8dések
energidjat, az elrendez6dést meghatarozé koordinatdk fiiggvényében. A PES rangsorolja a
konformdcidkat, minimumhelyei a stabil elrendez6déseknek, a minimumokat elvalaszté gerincek
atmeneti allapotoknak felelnek meg. A PES leirdsdhoz egy olyan fliggvény sziikséges, amely a
molekula minden lehetséges elrendez6déséhez egy energiaértéket rendel. Mivel a
makromolekuldknak sokféle kémiailag relevans, azaz alacsony (relativ) energidju elrendez6dése
lehetséges, az energiaszamitasnak pillanatszer{inek kell lenni ahhoz, hogy a PES feltérképezése
valdszer( lehet8ség legyen. Ezért az er6forrasigényes kvantumkémiai eszk6zok ebben az esetben
nem alkalmazhatdk, helyettiik a potencidlis energia értékeit egy egyszertisitett modellrendszer
és szamitasi protokoll alkalmazdsaval szamitjuk. Ezt az eljarast hivjuk molekularis
mechanikanak (MM)45.

A Born-Oppenheimer kozelités jegyében az MM potencidlis energia (konformaciés energia) a
rendszert alkoté atomok relativ helyzetének fiiggvényében értelmezett. Az MM ,atom”
tartalmazza az elektronokat is - egyiitt, egy tomeggel, mérettel és toltéssel rendelkez6
gombszerl testet alkotva. A relativ atompozicidkat belsé koordinatakkal (koétéshosszak,
kotésszogek és torzios szogek) irjuk le. A konformaciés energiat ugy szamitjuk, hogy egyrészt
kiértékeljiik, hogy a vizsgalt elrendez6désben az egyes bels6 koordindtak megfigyelt értékei
mennyiben térnek el a rajuk vonatkozé ,idedlis” értékektdl, és az eltérés mértékében egy
biintet6potencialt alkalmazunk (koté kélcsonhatasok); masrészt az atomsugar és parcialis toltés
értékeinek felhasznalasaval van der Waals illetve elektrosztatikus kélcsonhatasi energiat
szamitunk a kotésben nem 1év6 atomparok kozott (nem-koté Kkolcsdonhatisok). Az
energiakifejezés alakja tehat alapvetden a kovetkez6képp alakul:

Vum = 2 Knyajeas(Tij — u) + Z knajiieas(Gijx — le)

i,j,k

q.9p
+ Z ktOTZlOS(l + cos (nl]klgol]kl Ukl ) + Z Aaﬂ( 12 ) Z DO;, P
a

i,j,k,l

ahol rj , Oy , @iy a vizsgdlt elrendez6déshez tartozd belsé koordinatdk (kotéshosszak,
kotésszogek, és torzids szogek), q. az atomok parcialis toltése, Knyujiss, Knajiitas, Krorziss, 150, Oijk, Nijia ,
Sijut, Aap, C12, Ce és D paraméterek; az i, j, k, | indexek a kotésben 1év6 szomszédos atomokra, az a,
B indexek pedig a kotésben nem lévé atomparokra vonatkoznak. A vélasztott paraméterkészlet
és az alkalmazott energiakifejezés pontos alakja hatdrozza meg azt az ,erGteret”, amelyben a
szamitasok zajlanak. A CHARMM, Amber, Gromos, OPLS3 erdtereket specidlisan bio-molekuldkra
vonatkozé szamitasokhoz fejlesztették ki, azaz ezek tobbsége képes kezelni olyan komplex
rendszereket, amelyek fehérjéket, esetleg DNS vagy RNS molekuldkat, illetve
gybégyszermolekuldkat és prosztetikus csoportokat tartalmaznak. Az er6terekkel szamitott
potencidlis energidk abszolut értéke nem hordoz informdciot, az egyes konformerek kozti
(azonos erdtérrel szamitott) energiakiilonbségek fejezik ki azok stabilitdsi sorrendjét (az adott
megkozelitésen beliil). Fontos megjegyezni, hogy az energia kifejezés nagyon egyszerii alakjabol
kovetkez6en az er6terekkel szamitott potencidlisenergia-kiillonbségek csak az egyensulyi
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elrendez6dések  kozelében lesznek  megbizhatéak, erdsen torzult geometridkat,
kotésfelhasadasokat, toltésatrendezédéseket, stb. ezzel a mddszerrel nem lehet leirni. Az MM
metodoldgia tehat a fehérjemolekuldk stabil konformdcidinak felderitésére, atrendezddéseinek,
dinamikai sajatsagainak, ligandumkotési folyamatainak vizsgalatara alkalmazhaté.

A rendszerhez tartoz6 legmélyebb PES minimumot globalis minimumnak (GM) hivjuk. A legtébb
MM szamitas célja a GM-hoz tartozé konformacié felderitése és tulajdonsagainak elemzése. A
kiinduldsi ~ konformdaciéhoz  legkézelebb  esé  lokdlis  minimumhely  felderitése
energiaminimalizacidés eljarassal lehetséges — a PES lokalis meredekségét (gradiensét) kovetd
algoritmusokkal. A GM azonositasa érdekében azonban konformacids keresést kell alkalmazni,
amely a PES elegenden nagy tertiletét ,bebarangolva” azonositja a lokalis minimumhelyek kozt
a legalacsonyabb energiajut.

Szisztematikus keresésrél akkor beszéliink, ha valamely kivalasztott belsé koordinata értékét
szisztematikusan elléptetve kiszamitjuk az 6sszes elrendez6dés energidjat (dltaldban ugy, hogy a
tobbi koordinata mentén energiaminimalizaciét hajtunk végre). A GM megtaldlasahoz—még igen
j6 minéségli kiinduldsi szerkezet birtokdban is—altaldban szamos belsé koordinata
optimalizacidja szilikséges, ezért ez az eljards csak egészen egyszerii esetekben vezet sikerre. A
sztochasztikus konformacid-keresések koziil talan legnépszertibb eljaras a Monte Carlo Multiple
Minimum (MCMM) keresésé. Ez a modszer szamitasigénye miatt inkabb kisebb részrendszerek
optimalizaldsara alkalmas, példaul ligandumok a fehérje aktiv zsebébe vald illesztése soran
keletkezett lokalis fesziiltségek relaxacidjara, felszini hurokrégidék, Kkisebb domének
szerkezetanalizisére. Az optimalizaci6 alapvetden a torzids szogek terében torténik. Az eljaras
soran az optimalizdlandé molekularészlet 6sszes szabadon forgathat6 torzi6jat (vagy azoknak a
felhasznalé altal érdekesnek itélt részét) egy egyéni, véletlenszerli értékkel megvaltoztatjuk,
majd az igy el6allitott torzult konformdcié energiajat minimalizaljuk (ezt hivjuk egy 1épésnek).
Amennyiben a vizsgdlt rendszer tobb 6nallé6 molekulat foglal magaba (pl. enzim és liganduma), a
1épések soran ezek relativ helyzetét is megvaltoztatja az algoritmus, egy véletlenszerii értékkel
elforgatva illetve elmozgatva azokat egymashoz képest. Az algoritmus az alacsony energidja (a
pillanatnyi legalacsonyabb energiaju szerkezet energidjat egy energia-ablakon beliil
megkozelitd) elrendezédéseket tarolja, valamint azonositja azt az esetet is, amikor egy mar
korabban megtalalt elrendezddést allitott ismét el6. Az energia-ablakon kiviil esé konformacidk
is megtartasra keriilhetnek, ha a vizsgalt szerkezet és a pillanatnyi GM energiakiilonbségébdl
képzett Boltzmann faktor (exp(-AE/KT)) nem nagyobb, mint egy 0 és 1 kozé es6 véletlen szam -
azaz minél kisebb ez az energiakiilonbség, annal nagyobb valdszinliséggel. Az algoritmus az igy
Osszegyljtott konformacids sokasagbdl valasztja ki a tovabbi 1épésekhez kiindulasi szerkezetet,
ugy hogy az a legkevesebbszer megtalalt konformacidk koziil kertiljon ki. Ha mar szamos 1épés
soran sem mertl fel Gj, alacsony energiaju szerkezet, akkor mondhatjuk, hogy az algoritmus
konvergalt. Egy sikeres MCMM Kkeresés végeredménye tehat egy konformaciésokasag lesz, amely
a globdlis minimumhoz tartozé szerkezetet és a valasztott energiaablakon beliili 6sszes lokalis
minimuhoz tartozd szerkezetet tartalmazza.

V4

Kisérleti moddszerekkel meghatarozott makromolekuldris szerkezetek relaxacidjanak,
konformadciés atalakuldsainak tanulmanyozasara, dinamikai sajatsagok felderitésére talan
legalkalmasabb konformacids keresés egy determinisztikus mddszer, a molekuldris dinamikai
(MD) szimulacié. Az MD szimulacié soran a klasszikus, newtoni mozgasegyenleteket oldjuk meg,
kis integraciés lépésekben. Az atomokra hatd lokdlis er6 az er6tér energiafliggvényét
felhaszndlva az 6sszes koordindta mentén szamithaté:

av , dZTi

Fi:—a—ri es Fi=miF
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A gyorsulast egy valasztott id6l1épésen (At) beliil dllandénak tekintve, sebességet rendelhetiink a
rendszert alkotéd atomokhoz példaul a kovetkezéképpen:

At Aty Fi(b)
vi(t+?)=vi<t——)+ At

2 m

Ha az atomokat At ideig elmozdulni engedjiik, akkor egy 4j konforméaciot kapunk:

At
ri(t + At) = r;(t) + v; (t + 7) At
(a fenti példa a legelterjedtebb, Un. Leap-frog eljdrast mutatja be, ahol az algoritmus
stabilitdsdnak meg6rzése érdekében a sebességeket és a koordinatdkat egymastol fél id6lépéssel
(At/2) elcsusztatva szamitjuk.)

Az eljaras igy lokdlis energiagatakon valé atkelést eredményezhet (a At id6 alatt az
atomok a PES alakjatol fiiggetleniil a kijelolt irdnyban haladnak). Az id6lépést ugy kell
megvalasztani, hogy a leggyorsabb, még megfigyelni kivint mozgasnal révidebb legyen, a
szimuldcié teljes id6tartamat pedig a leglassabb tanulmanyozni kivant dtalakulas id6tartamahoz
kell igazitani (1. tablazat). A valasztott id61épés tehat leggyakrabban 1-2 fs, a szimulaciok teljes
id6tartama pedig a ns-ms tartomanyban mozog.

idéskdla (sec) molekuldris mozgdsok

10-15-10-12 kotésnyujtas, kotésszog hajlitasa

10-12-10-9 aminosav-oldallancok mozgasai, lokalis atrendezddések, loop mozgasok, kollektiv mozgasok
10-9-10-6 doménmozgasok, masodlagos szerkezetek atalakuldsai

10-6-1 feltekeredés, letekeredés

1. tablazat. Kilonb6z6 molekula-mozgasok idtartamai

Az oldészerkornyezet figyelembe-vételéhez legelterjedtebb mdédszer az explicit vizmolekuldk és
a periodikus hatarfeltételek haszndlata. A szimuldciés rendszert (a tanulmdnyozni kivant
molekulat, az azt szolvatald vizet és ionokat) ekkor egy dobozba foglaljuk, majd végtelen szamu
azonos dobozzal vessziik korbe, periodikus rendszert hozva létre. A szimuldcié a koézponti
dobozban fog zajlani, a kornyezet pedig azt replikdlja, ami két okbdl is igen kedvez6. Egyrészt
garantdlja a szimulacié soran az anyagmegmaraddast, azaz ha egy atom ,kiuszik” a kézponti
dobozbdl, akkor a szomszédos replikdbol az ellentétes oldalon ,be fog dszni” egy mdsolata.
Tovabba lehet6séget ad az elektrosztatikus kolcsonhatds lassan lecsengd, esetleg a doboz
hatdrain is tulnydlé komponensének 6sszegzésére.

Mivel a szamitas sordn az atomok mozognak, a rendszerhez kinetikus energia, hémérséklet és
nyomads rendelhetd, igy energia, entropia, és atlagos geometriai deszkriptorok szamithatdék a
megfeleld sokasiagok el6dllitdsa mellett. A szabadenergia szdmitdsahoz példaul kanonikus
sokasagot (NPT sokasag) kell el6allitani, amihez termosztatot és barosztatot is kell alkalmazni—
olyan algoritmusokat, amelyek a hémérséklet és a nyomdas varhat6é értékét alland6 értéken
tartjak. A statisztikus mennyiségek akkor szamithatok, ha a rendszer egyensilyba jutott, azaz
jelentds valtozadsok mar nem torténnek a konformacidban, és a potencidlis energia is egy alland6
érték koriil fluktudl. A teljes ekvilibracié akkor kovetkezik be, ha az 6sszes lokdlis minimumhely
elégségesen mintavételezett, ami nagy, komplex rendszerek mellett igen hosszu id6t is
igényelhet. A szadmitds ebben az esetben is egy konformacid-sokasagot eredményez, melyet az
egyensulyba jutott rendszer ,pillanatfelvételei” (snapshot-ok: adott id6kézonként tarolt
konformadciék) alkotnak, egytittesen irva le a rendszer adott h6mérsékleten elérhet6 kiilonb6z6
elrendez6déseit és azok betoltottségét.
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A szimulaciés id6tartam novelése mellett az algoritmus hatékonyabbd tehet6 tébb médon is. A
replikakicseréléses molekularis dinamikai (REMD) szimulacié soran példaul tobb parhuzamos
szimulacié zajlik a molekula tébb példanyan (replikdjan), j6ol megvalasztott, kissé eltérd
hémérsékleteken. Rovid id6kozonként az algoritmus kisérletet tesz arra, hogy az aktudlis
konformaciét az egyik replikabdl a masikba atemelje. Az eljaras a PES felderitetlen tertileteinek
mintavételezését eredményezi azaltal, hogy lehettvé teszi az alacsonyabb (mondjuk: fiziolégias)
hémérsékleten zajlé szimuldciéban feldasult, magasabb energidju elrendez6dések
potencidlisenergia-gatakon valé atkelését egy magasabb hémérsékleten térténd szimulaciéban.

2.2 Kvantumkémia és molekulamechanika egyiittes alkalmazdsa

Szamos esetben lehet sziikség azonban arra, hogy egy makromolekuldris rendszer energidjat
pontosa(bba)n tudjuk kiszamolni, vagy, hogy a molekulamechanika altal nem leirt kémiai
atalakuldsok vagy nem klasszikus kolcsonhatdsok alakuldsat kovessiik. Ekkor az eltérd
pontossagu mddszereket alkalmazhatjuk egymdas utdn vagy egymadsba agyazva. 1976-ban jelent
meg Warshel és Levitt cikke?, amelyben a lizozim aktiv helyén megkotott N-acetil-glukézamin-
hexamer lebomlasanak els6 1épését modellezték ugy, hogy a kotésfelhasaddsban koézvetlentil
érintett szubsztrat és enzim atomokat (kortilbeliil 20 atomot) kvantumkémiai médszerrel, mig a
tobbi atomot és a komplexet koriiloleld vizburkot molekularis mechanikai (MM) eszkdzokkel
targyaltak.

Ez a — ma mar QM/MM moédszerként ismert — eljards lehetévé teszi, hogy a bioldgiai
makromolekuldk miikddése soran zajlé olyan folyamatokat, amelyeket az MM eljarasok nem
tudnak targyalni raciondlis eréforrasok alkalmazasa mellett, a reakcidkat befolyasol6 alapvet6
kornyezeti hatasok elhanyagoldsa nélkiil vizsgalni lehessens8. Ide tartoznak példdul a kémiai
reakciok, toltésatrendezddések, elektrongerjesztési folyamatok, melyeket MM energia-fiiggvény,
mely az egyensulyi (nyugalmi allapotd) geometria jellemz6 értékeihez ,huizza vissza” a bels6
koordinatak értékeit, nem tud leirni. A targyalni kivant atalakulds szempontjabél legfontosabb
régiét a legnagyobb pontossdgi mobdszerrel (leggyakrabban valamilyen kvantumkémiai
eljarassal), a rendszer tobbi atomjat kevésbé rigor6zus modon (egyszerlibb kvantumkémiai,
szemiempirikus vagy MM eljarast alkalmazva) kezeljiik. A részrendszereket ugy célszerii
meghatarozni, hogy a részletesen targyalt Un. belsé régié minél kisebb, de lehetéség szerint
elektrosztatikusan semleges legyen, valamint, hogy lehetdleg ne nytljanak at kovalens kotések a
rendszerhatarokon.

Ha a QM /MM rendszerhatar egy kovalens kotést szel ketté, akkor mind a QM, mind az MM régié
csonkolt lesz, amely miitermékek megjelenéséhez vezethet. A probléma egy lehetséges
kezelésmodja, hogy Uj (az MM régi6é szamadra lathatatlan), un. linker atomokat vezetiink be a
hatarrégidban, melyek a kotés megsziinésekor felszabadul6 vegyértékeket telitik (példaul egy -
CH:-CH;- kotés felszakitidsakor szabadon maradt -CH: csoportot egy hidrogénatom
bevezetésével -CHz csoporttd alakitva). A kotésfelhasadast ugy is lehet kezelni, hogy az
elvesztett kdlcsonhat6 partnert egy pszeudopotencidllal helyettesitik, olyan elektrosztatikus és
kémiai kornyezetet szimuldlva a QM atomok szdmdra, amely az intakt molekuldra leginkabb
hasonlit. A probléma kezelésének legfejlettebb médja a lokalizalt, befagyasztott (nem
optimalizal6do) elektronpalydk bevezetése a QM régio elvesztett kotéseinek mentén. Ily médon
sem Uj atomok, sem uj elektrosztatikus terek bevezetésére nincs sziikség, viszont a
szamitasokhoz specidlis QM eljarasokat kell alkalmazni.

Amennyiben a rendszer particionalasa megtortént, egy QM/MM szamitas alapvetéen kétféle
stratégiat kovethet: lehet kiilonbség-képzé vagy additiv. Tekintsiink egy két alrendszerbdl allo
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szamitast valamely valasztott QM és MM stratégia mellett. Ebben az esetben a kiilonbségképz6
eljards soran harom energiatagot kell kiszdmitani: a teljes rendszer energidjait az MM
modszerrel, és a belsd régié energiajat mind a QM, mind az MM modszerrel. A rendszer teljes
energiajat ilyenkor az els6 két tag 6sszegébdl a harmadikat kivonva kapjuk meg. A legismertebb,
kiilonbségképz6 stratégiat kovetd programcsomag az ONIOM?®10, mig a tobbi gyakran haszndlt
QM/MM szoftver az additiv megkozelitést alkalmazza. Ekkor a kiilsé régio6 MM modszerrel
szamitott energidjat, egy csatolasi energiatagot és a belsé rendszer QM médszerrel szamitott
energidjat Osszegezziik. E masodik csoportba tartoz6 programcsomagok eltéré mivolta a
csatoldsi tag kiilonbozéképpen vald szamitasabdl ered. Mig a csatolasi energia kotési és van der
Waals tagjat egyszerlien a valasztott MM modszert alkalmazva szamitjak, a két részrendszer
kozti elektrosztatikus csatolds mértékét és hatasat tobb modon is lehet kezelni. Leggyakrabban
az ,elektrosztatikus bedgyazds” nevii eljarast alkalmazzdk, amely soran az MM régio
ponttoltéseit a QM rendszer energidjanak kiszdmitdsakor figyelembe veszik—a rendszer
energiadllapotat leir6 Hamilton-operatordba foglalva azt, tehat az MM régi6 polarizalja a QM
atomcsoportot. Az igy el6allitott QM/MM energiafiiggvény felhasznalhaté makromolekularis
rendszerek potencidlisenergia-felszinének felderitésére, akar energia-minimalizacid, akar Monte
Carlo vagy molekularis dinamikai szimulaciék alkalmazasaval. A QM région belill a kémiai
reakcidk mechanizmusa kovethetd. Ezek a szamitdsok altaldban a ,makroiteracié-mikroiteraci6”
sémat kovetik. A makroiterdcios 1épés a QM régié (és esetleg néhany fontos MM atom)
staciondrius elrendez6désének szamitidsat jelenti a merev MM atomok terében, mig a
mikroiteracios 1épések soran a kornyezet ,relaxalédik” (adiabatikus médon) a kézponti régiéban
tortént valtozasokhoz.”

2.3 Rontgendiffrakcios szerkezetvizsgadlat

A kémiai krisztallografia hossza tavu rendezettséget mutatd por vagy egykristalyos mintak és
rontgen foton-, elektron- vagy neutron-nyaldb kélcsonhatdsabdl szarmazé szérodasi (diffrakcios)
mintdzatot vizsgdlja, hogy a mintat felépitd anyag térszerkezetét meghatdrozza. A
hiaromdimenziés diffrakciés mintdzat detektdldsa sordn azonban altaldban csak a szo6rt nyalab
intenzitasat tudjuk mérni, a fazisinformaci6 elvész. Ez a krisztallografia ,fazisprobléma”-ja: a
fazis-informdacié hidnyaban a szerkezetmeghatdrozas iteracios 1épésekbdl all, amely soran olyan
egy olyan modellt épitiink a kristdly szérécentrumaiban (racspontjaiban) elhelyezkedd anyag
szerkezetére vonatkozolag, amely a kisérletileg meghatarozott diffrakciés mintazathoz leginkabb
hasonl6 szérddast eredményezne.

Atomi felbontdsii szerkezetmeghatdrozasdhoz olyan sugarzast kell alkalmazni, amelynek
hulldmhossza megegyezik az atomok kozotti tavolsag nagysagrendjével vagy annal kisebb. A
rontgensugarak hulldmhossza megfelel ennek a kritériumnak, azonban a vizsgdalt rendszerek
elektronfelhdjével valé kolcsonhatdsanak hatdskeresztmetszete Kicsi. Ezért egyszerre nagy
szamu molekulat kell vizsgilni: ezt ugy lehet elérni, hogy egykristdlyt hasznalunk, amely
szabdlyos racsban a vizsgalt rendszer nagyszdmu masolatat tartalmazza és a rendezettség miatt
egyes irdnyokban egymadst erdsiteni képes szdrt sugarak (reflexiok) helyzetét és intenzitdsat
detektaljuk. Az egykristaly diffrakcioval torténé szerkezetmeghatarozas végeredménye a
vizsgalt rendszer haromdimenziés modellje mellett az azt befogadd kristaly szerkezete is. Ezért a
relativ atompozicidk és azok valtozékonysaga, kotési tavolsagok, szogek és egyéb geometriai
paraméterek mellett informaciét adhat a hosszi tava kolcsonhatdsokrdl, korreldciokrdl és
kiralitdsrol. Mas analitikai modszerektdl eltéréen azonban a teljes diffrakciés mintazatra sziikség
van a szerkezetmegoldashoz (nem lehetséges a szorasi kép egy kis része alapjan a rendszer egy
részletérdl modellt épiteni) és a technika j6 minéségii egykristalyokat igényel.
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Rontgendiffrakciés mérés esetén, a kolcsonhatds természete miatt, a kisérleti eredmény egy
elektronstirliségi térkép lesz. A mért szorasi kép és az elemi cella elektronsiirlisége egymas
Fourier transzformaltjai. Az intenzitdsok négyzetgyokével aranyos szerkezeti tényez6 (Fiu),
amely tartalmazza az amplitudot (Fuu) és a fazist (o) is, az elemi cella tartalmanak ismeretében
szamithato:

Fuii = Frig exp(iapg) = z fj exp [Zm'(hxj + ky; + lzj)]
j

(ahol fj az atomi szérastényezé (az egyes atomok szérasi kapacitdsa), a hkl indexhdrmas pedig a
reflexiok a szdrasi kép racsozataban elfoglalt pozicidjat adja meg). A fazisok ismeretében pedig
az elektronsiiriség szamithat6 a kovetkezéképp:

1

p(xyz) = YnkilFrral exp(iapy) exp[—2mi(hx + kj + 1z)].

Veella

Azaz a modellt tokéletesitve egyre javithatok a szamitott fazis-értékek, és a mért intenzitasokbol
és a szamitott fazisokbol egyre jobb mindségii térképek allithatdk eld, amelyek az atompoziciok
(és a hibajuk vagy varianciajuk) finomhangolasat teszik lehetévé. Ez az iterativ folyamat egy id6
utan konvergal és az igy kapott modellt nevezziik a meghatarozott szerkezetnek. A modell és a

//////

_ ||Fmért| B |Fszémitott||

R =
ZlFmértl

A szerkezetfinomitds sordn az R faktor csokkenése jelzi, hogy a modellt a helyes irdnyban
mddositottuk. Azért, hogy a tulillesztés elkeriilheté legyen, ,szabad” R-faktort is szoktak
szamitani (Rree). Ez egy Kkis, véletlenszerlien kivalasztott adathalmaz alapjan torténik, amelyet
erre a célra kiilonitenek el, és nem vesznek figyelembe a finomitds sordn. Az Rge. altaldban
nagyobb, mint finomitashoz tartozé R-faktor, de a két statisztika hasonl6 kell, hogy legyen, mivel
a helyes modell alapjan minden reflexid egyenletes pontossaggal kellene, hogy jésolhato legyen.

A kismolekulads és makromolekularis rendszerek vizsgalata moédszertanukat tekintve alapvetéen
kiilonbo6z6. A kismolekulas kristalyok rendezettebbek és nagyobbra noveszthetok, ezért ezeknek
a rendszereknek esetében a mérési adatok szama sokszorosan meghaladja meghatarozni kivant
paraméterekét. Ekkor a fazisprobléma megolddsa szinte egzakttd tehet6. A leggyakrabban
hasznalt un. direkt médszerek alapjaul szolgalé fazisviszonyok az elemi cella elektronsiiriiségére
kimondhaté olyan megkotéseken alapulnak, mint példdul, hogy az mindenhol pozitiv legyen,
vagy hogy kilonall6 atomcsucsokba csoportosuljon. Néhdny erds reflexié fazisanak (akar
véletlenszer(i) becslése utdn a tobbi reflexiéhoz a fazisviszonyok alapjan rendelhet6k csatolt
értékek. Az intenzitds és fazisok ismeretében kiszamithaté az elektronstir(iség, amely alapjan az
atompoziciok nagy pontossaggal meghatarozhatok.

Makromolekularis krisztallografia esetén a kristalyositds énmaga is 6riasi kihivas. A fehérjék
viszonylag tomény (~ 10 mg/mL koncentraci6ji) és nagy tisztasagu oldatat, kis térfogatu
cseppek zart térben torténd lassu bepdarlasaval kiséreljik meg Kkristalyosodasra birni. A
kisméretli és nem tokéletesen egykristaly-szeri mintakrol sokszor nem lehetséges olyan sok
relflexiot detektdlni, ami a vizsgalt rendszer nagyszamu atomjanak pozicidjat (és azok
kristalyracsbéli apro eltéréseit) leiré paraméterek egyértelmii meghatarozasat lehet6vé tenné. A
kismolekulas szerkezetmegoldas kiindulasi feltételezést nem igényl6, direkt modszerei itt nem
alkalmazhatoéak, helyettiik vagy kisérletileg meghatarozott kozelité fazisokkal vagy egy becsiilt
kiindulasi modell alkalmazasaval lehet a szerkezetfinomitasi folyamatot megkezdeni.
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Példaul, az ismeretlen fazisokrdl lehet informacidt szerezni ugy, hogy ismert valtozast hajtunk
végre az elemi cella tartalmaban, és megmérjiilk annak hatdsat a diffrakciés mintazatra. A
gyakorlatban ez azt jelenti, hogy a fehérje kristalyszerkezetébe nehézfémionokat vagy nagy-
elektronszamu gaz atomokat (pl. Xe) diffundaltatunk, a szerkezet jelent6s megzavarasa nélkil -
ezt a moédszert ezért az izomorf helyettesités modszerének hivjadk. Mivel a nehéz atomok
er6sebben szdérnak, mint a szerkezet tobbi atomja (az atomi szorastényez6 az elektronszammal
nd), a nehéz atomok helyzetét dltaldban direkt médszerekkel meg lehet meghatarozni. Miutan a
nehéz atomok helye ismert, kiszamithaté az azokhoz tartoz6 szorédas amplitiddja és fazisa.
Ezutdn a nehézatom jelenlétében és tavollétében mért intenzitdsok 0sszevetése alapjan a nativ
kristalyrél gyjtott adatkészlet fazisai is becsiilhet6k, &m ehhez altatldban tébb nehézatom
szarmazék vizsgalata is sziikséges.

A legyakrabban hasznalt eljards makromolekuldk szerkezetmeghatdrozasira a molekularis
helyettesités mddszere, ami akkor alkalmazhaté, ha a vizsgalt molekula hasonlé egy ismert
szerkezetli masikhoz, vagy rendelkezésre all egy j6 mindségii kiindulasi modell. Ekkor el&szor el
kell helyezni a modellt az elemi cellaban, rotaciés és transzlaciés keresést végrehajtva, azaz meg
kell hatdrozni, hogy milyen orientaci6 és helyzet mellett eredményez az a kisérletileg
meghatarozotthoz leginkdbb hasonlé széras-képet. Ha a helyes orientadcié és transzlaci6
azonosithato, akkor egy kezdeti elektronsiiriiségi térkép el6dllithatd a modellszerkezet
fazisainak és a vizsgdlt rendszer (sulyozott) intenzitdsainak felhasznaldsaval és a
szerkezetfinomitas folyamata elindithat1?.

A Kkisérletileg meghatdrozott adatkészlet min6ségét a felbontads értékkel szoktuk jellemezni. Az
adatkészlet felbontdsat az hatarozza meg, hogy a szorasi képeken a centrumtél szamitva milyen
messze tudunk még reflexidékat detektdlni - ez fligg a méréshez hasznalt sugar intenzitasatdl és a
kristaly rendezettségétdl is. A szorasi kép detektalasi hatarahoz valds térben tartozé tavolsagot
hivjuk felbontdsnak, ez az érték jelzi, hogy milyen részletgazdagsagot varhatunk el a szamitott
térkép esetében. Minél kisebb ez a szdm, anndl kisebb tavolsdgra elhelyezkedd entitasok
kiilonboztethet6k meg egymadstol. A makromolekuldk szoérasi képének kisérleti meghatarozasa
torténhet laboratériumi berendezések haszndlataval, de a megfelel6 felbontds eléréséhez
szlikség lehet nagyobb fényintenzitdsu és fokuszdltabb nyaldbok haszndlatira - ekkor
szinkrotron forrasok vehet6k igénybe. Mindkét esetben sziikséges a minta megdvasa a sugarzas
okozta karosodastol, amelynek leggyakrabban haszndlt médja az alacsony h6mérsékleten valéd
mérés. A kristalyokat folyékony nitrogénben taroljuk és 100 K koriili hémérsékleten,
nitrogénaramban mérjik.

A makromolekuladk irregularis alakja miatt kristalyszerkezetiikben nagy csatornak és iiregek is
talalhatok, amely altalaban a kristalyositashoz hasznalt oldészer molekulait tartalmazzak. A
fehérje-kristalyok viztartalma példaul 27% és 65% térfogatszazalék kozott mozog, atlagosan 45-
50%. Ez a viz elengedhetetlen a fehérje szerkezetének stabilizdldsahoz, egy része rendezett
klasztereket és halézatokat képez a fehérje feliiletén és az liregekben. Ezek az
oldészermolekulak, ha a kot6dés specifikus, a meghatarozott szerkezetekben is feltlinnek.

A meghatarozott makromolekularis szerkezeteket és elektronsiir(iségi térképeket a Fehérje
Adatbazis (Protein Database, PDB) tarolja és rendezi (a név torténeti eredetfi, az adatbazis nem-
fehérje makromolekuldkat is tartalmaz).

10
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2.4 Kriogén elektronmikroszkopia1-14

Kriogén korilmények kozt el6allitott mintdk elektronmikroszképos vizsgalata (krio-EM) soran
molekularis vagy szoveti komponensek felnagyitott, hAromdimenzids képének el6allitasa a cél. A
vizsgdlat soran fokuszalt, nagy energidju elektronnyaldb és a minta toltéslirlisége 1ép
kolcsonhatasba, és a képalkotds rugalmasan szdérédd elektronok segitségével torténik. Az
élettudomanyok teriiletén a krio-EM alkalmazasok széles spektruma elérhetd, szoveti
metszetekrdl és meritéssel fagyasztott sejtekrdl késziilt képektdl, az egyes baktériumok, virusok
és fehérjemolekuldk szerkezetének meghatarozadsdig. A Kkrio-elektron-tomografia, az
egyrészecske (SPA) krio-EM és az elektronkrisztallografia mind a médszercsalad aldiszciplinai,
amelyeket sikeresen alkalmaznak o6ndlléan vagy hibrid megkozelitésekben, akar
rontgenkrisztallografiai vagy NMR spektroszkdpids mddszerek eredményeivel kiegészitve.

Az elmult fél évszazadban a szerkezeti bioldgidban leginkadbb elterjedt szerkezetmeghatarozasi
modszer a rontgenkrisztallografia volt. Azonban ez a mdédszer néhany alapvetd kihivassal is
kiizd. Példaul, vannak olyan fehérjék/bio-makromolekuldris rendszerek, amelyek nagyon
nehezen vagy egyaltalin nem kristalyosithatok. Ilyenek a membranfehérjék, a glikozilalt
fehérjék, nagyon mozgékony vagy tobb allapotot is mintavételez6 rendszerek. Tovdbba a
kristalyban, bar a részlegesen szolvatalt allapotot a racsban jelenlévd olddszermolekulak
fenntartjak, mégsem oldatbéli a molekuldk konformdacidja, és a molekuldk kozti kristaly-
kontaktusok is megvaltoztathatjak azok szerkezetét. A reflexidkat létrehozo pozitiv interferencia
a racsban taldlhaté Osszes molekuldbdl szarmazé informaciot Osszesiti, ami megneheziti a
szerkezeti sokféleség meghatarozasat, valamint a mozgékonyabb régidk egyszeriien nem
jelennek meg a meghatarozott térképen.

A krio-EM egyértelmii elénnyel rendelkezik ezeken a teriileteken. A kisérletekhez sziikséges
mintael6készitési eljaras lényegesen egyszeriibb - bizonyos mértékii szennyezddést jelenlétét is
toleralja - nem igényel kristalyositast. A krio-EM mintakat hirtelen tlivegszerti jégbe fagyasztjak,
ami a molekuldkat szinte az oldat-, vagy szovet-béli allapotukban tartja. Tébb kiilénboz6
allapotot mintavételezé rendszerek egyes formai — optimalis esetben - kiiloén vizsgalhatok. A
krio-EM mddszer egyik legsulyosabb hatranya viszont, hogy kisméretii rendszerek (< 38 kDa), a
jel-zaj arany drasztikus leromldsa miatt, nem vizsgalhatok.

A krio-EM adatok jel-zaj ardnya (SNR) két ok miatt nagyon alacsony. Egyrészt a mikroszkdpos
felvétel kontrasztja alacsony - az oldészer és a tanulmanyozott molekuldk toltésstirlisége nem
tér el jelent6sen egymadstdl. Mdasrészt a sugdrzds okozta igen gyorsan bekovetkezd és drasztikus
kdrosodds minimalizdldsa érdekében, a biolégiai makromolekuldkat alacsony dézisterhelés
mellett vizsgaljak. A krio-EM legnagyobb kihivasa, hogy ebben az alacsony SNR-kdrnyezetben
kell megbecsiilni a 3D-szerkezetet, ugy, hogy fagyasztott mintdban a molekuldk elhelyezkedése
és orientacidja véletlenszert, és a detektalt képeken megjelend 2D vetliletek relativ orientacidja
sem ismert. A 3D rekonstrukci6hoz azt az 6sszefliggést hasznaljak fel, hogy a 2D-vetiilet Fourier-
transzformdaciéja az alapul szolgalé szerkezet 3D Fourier-transzformacidjdnak (az origén
athaladd) kozponti szelete, a vetiilet irdnya pedig mer6leges a szeletre. Ezért, ha ismerjiik tobb
2D-s vetiilet irdnyat, akkor a megfelel6 2D-s Fourier-szeleteket elhelyezhetjiik a 3D-s
transzformacidban, és az inverz Fourier-transzformacié kiszamitasaval megkaphatjuk az eredeti
3D-s szerkezetet. Ennek leggyakoribb kivitelezési médja a ,vetiiletillesztés” algoritmusok
alkalmazasa, amikor a 2D vetiiletek Fourier transzformaltjait egy alacsony felbontasu referencia
3D-modell vetiileteivel vetik 6ssze. A referencia modellek altaldban hasonlé szerkezetekbdl
szarmaznak, vagy ab initio modszerekkel generalhatok.

A 3D-rekonstrukcié egy iterativ folyamat, amelyben minden 1Uj rekonstrukcio6
referenciamodellként szolgdlhat a kovetkez6 ciklushoz. Minden 4j ciklus az orientacidk
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hozzarendelésének pontossagat igyekszik javitani, és a pontosabb orientadciék nagyobb
felbontasu térképeket eredményeznek. Tobb ciklus utdn a rekonstrukcios feladat eléri azt a
pontot, ahol az egymast kovet§ iterdciok mar nem eredményeznek jelent6s valtozasokat az
orientaciok hozzarendelésében és a rekonstrukcid felbontdsdban. A feladat ,konvergaltnak”
mindsiil, és a végso térkép létrehozasaval befejezédik.

A leggyakrabban hasznalt rekonstrukciés algoritmusok az ugynevezett ,arany standard”
megkozelitést alkalmazzak, amelyben az adatkészleteket két részre osztjdk, és mindkét felét
fliggetleniil dolgozzak fel. Az egyes fél-adatkészletekbdl szamitott rekonstrukciék, az un. ,fél
iteraci6 utan kiszamitjak: ezt nevezik Fourier héj korrelaciénak (,Fourier Shell Correlations”
vagy FSC). Azt a frekvenciaértéket, amelynél az FSC atlépi a 0,143-as kiiszobértéket, valds
térdimenziéra atvaltva kapunk egy, a krisztallografiai adatkészletek informdacidtartalmaval
0sszemérhetd felbontds értéket. A fél térképek, az FSC=0,143 kiiszobértéki felbontasra szlirve, a
3D-rekonstrukcié kovetkezd iterdcidjanak dj modelljeként haszndlhaték. Az eljaras
konvergencidja utdn a fél térképeket egyesitik és igy kapjak kimenetként a végsd térképet.
Fontos hangsulyozni, hogy egy rekonstrukciohoz egyetlen névleges felbontds hozzarendelése
gyakran nem elegendd és néha pontatlan mdédszer a térkép mindségének értékeléséhez, mivel a
rekonstrukcié jél felbontott és rosszul rendezett komponensek keverékébdl allhat. Ezért
altaldban a szerkezetekhez kornyezetfiiggs, lokalis felbontas-eloszlast szoktak rendelni. Igy
azonban nehéz els6 pillantadsra megbecsiilni, hogy mennyire megbizhaté az adatkészletekhez
tartozo szerkezetek részletgazdagsaga. Ennek a problémanak a kezelésére vezették be 2020-ban
a Q-metrikat!’s, amely ma mar a EMDB-ben (elektronmikroszképos adatbazis:
https://www.ebi.ac.uk/emdb/) elhelyezett szerkezetre automatikusan szamitasra keril. A Q-
pontszdm az atomok feloldhatdsagat szamitja ugy, hogy oOsszeveti az egyes atomok koriili
térképértékek hasonldsagat egy jol feloldott atomra vonatkozd Gauss-szerti fliggvénnyel. Az 1-es
Q-pontszam azt jelzi, hogy a hasonldsag tokéletes, mig a 0-hoz kozelebb es6 értékek alacsony
hasonlésagot jeleznek. Ha az atom nem megfelel6 helyen talalhaté a térképen, akkor az negativ
Q-pontszamot fog eredményezni.

A makromolekuldris rendszerek SPA krio-EM méréseihez leggyakrabban hasznalt
mintahordozék kis (altaldban 3 mm atmérdjii), korong alakii Cu vagy Au racsok (grid). A
racsozat ~ 60um-es nyildsokat hoz létre. A racsot altaldban lefedik egy lyukacsos, 10-12 nm
vastagsagu szén folidaval (,holey carbon”) - ennek a félidnak néhany pm-es mélyedései, vagy
lyukai, lesznek a mintatartok. A minta részecskéi szénfeliilet kozelében gyiilekeznek és ez
elszigeteli 6ket a leveg6-viz hatarfeliilettdl, ahol konnyen destabilizadlédnanak. A krio-EM mérés
legtobbszor ugy kezdddik, hogy a vizsgdlandé oldatot a korongra pipettdzzak, az oldat-felesleget
leitatjak (blottoljak), majd a korongot hirtelen folyékony etdnba meritik: ezt a médszert hivjuk
vitrifikdcionak. A fagyasztds tobb szempontbdl is elényos. Egyrészt, a mintdt a mintatartéra
rogziti, igy az a mikroszkdp belsejében uralkodé vdkuumba érve nem fog rogton elparologni. A
fagyott allapot azonban segit lassitani a sugarzas okozta kadrok tovaterjedését is. A fagyasztds
nagy hirtelenséggel valo kivitelezését a jégképzddést megakaddlyozdasa teszi sziikségessé, mert
az szétroncsolnd a minta molekuldit. Ezzel az eljarassal az olddszer iiveg-szerii (vagy vitrifikalt)
allapotba kertil, a vizek intermolekularis szerkezete megérzi az oldatbélihez hasonl6é mintazatat.
Az livegesitett jégnek a lehetd legvékonyabbnak kell lennie, tigy, hogy kézben magaba foglalja a
szolvatalt részecskéket is, ez altaldban ~ 100 nm-es mintavastagsagot jelent. Fagyaszt6-robotok
segitségével a vitrifikacié paraméterei - a h6mérséklet, a paratartalom, a blot er6 és a blot id6 -
szabalyozhatéva és reprodukalhatova teheték. A mintat ezutan a mikroszképban, ~ -170 °C -on
vizsgaljak.
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2010-es évektdl kezd6dben a krio-EM, modszertan és miiszerpark robbanasszer( fejlédésen
ment keresztiil, ami igen nagyszdmu Uj, nagy felbontdsu szerkezetet eredményezett. Szamos
tényez6 hozzajarult a ,felbontas forradalmanak” nevezett fejlédési folyamathoz. Jelent6s tényez6
volt a kozvetlen elektron detektorok (DED) megjelenése, melyek - a CCD kamerakkal ellentétben
- nem alakitjak at az elektronokat fotonokka. A DED dramai mddon javitotta a képmindséget és
az SNR-t. Ezek a detektorok nagy kimeneti képsebességgel rendelkeznek, ezaltal a mikrografokat
tobb képkockabdl all6 ,filmek” formajaban lehet rogziteni, amely mdédot ad tébb hibafolyamat
korrekcidjara. Ezenkiviil a legijabb hardverfejlesztések lehet6vé tették hatalmas mennyiségi
adat rogzitését, gyors tovabbitdsat és tarolasat, ami a CPU-k és GPU-k eréforrasaihoz valo
konny(i hozzaféréssel egylitt el6segitette a tertilet fejlédését.

Az adatgy(ijtési munkamenet altaldban egy ,atlasz” rogzitésével kezd6dik, amely feltérképezi a
mintatarté korong racsozatdn beliil feltdrhat6 teriileteket. Az atlasz tobb, egymadst atfedd,
alacsony nagyitasd kép rogzitésével késziil, amelyeket Osszeillesztenek, hogy atfogd képet
kapjanak a racsroél. A racsatlaszok lehet6vé teszik a racs legigéretesebb teriileteinek azonositasat
és az adatgyiijt6 szoftverek is hasznaljadk &ket a racs egyes négyzeteihez valé navigdlashoz.
Idedlis esetben minden racstérfogat tobb tucat vagy akar tobb szaz, adatgyiijtésre alkalmas
lyukat tartalmaz. Egy atlagos adatgytijtési munkamenet soran altaldban tébb ezer lyukat
vizsgdlnak végig. Az adatgy(ijtési munkafolyamat egy ugynevezett ,alacsony doézisu”
megkozelitést alkalmaz, amely harom moéd kozott valtakozik: keresés, fokuszalas és rogzités. A
Jkeresés” moéd a képalkotdsi teriillet kozéppontjdnak azonositdsdra szolgdl. A teriilet
kozéppontba allitdsa utdn egy fokuszalasi 1épés kovetkezik, amelynek sordn bedllitjdk a kép
célzott def6kuszalasat (az optimalis kontraszt elérése végett). A fékuszdalast a lyuktdl tavolabb
végzik el, hogy megvédjék a részecskéket a sugarzas karos hatasatol. A defokuszalas bedllitasa
utdn tobb masodperces expoziciot rogzitenek a cél-lyuk felett, rovid film formajaban. Minden
film tobb képkockat tartalmaz, amelyeket feldolgoznak és egyetlen képpé egyesitenek. A keresés-
fokuszalas-rogzités folyamatot ezutan megismétlik a kovetkez6 lyuknal, amig az 6sszes cél-lyukat
képét rogzitik.

A krio-EM adatok feldolgozdsanak els6 1épése a részecskék elmozduldsanak korrekci6ja. Az
elmozdulds valészintileg a hirtelen fagyasztds sordn a mintdba zart fesziiltségek enyhitésére
torténik. Amint az elektronnyaldb eléri a fagyasztott mintakorongot az egy kis mértékben
felmelegszik és ,felpuposodik” - igy a molekuldk az expoziciés id6 alatt elvidndorolnak. A DED
detektorok altal rogzitett képkockakat azonban az elmozdulds mentén egymdashoz lehet igazitani
és az igazitott képkockakat egyetlen, éles képben egyesiteni. A masik fontos korrekcié a surgar-
karosodas hatdsanak mérséklésére iranyul. A krio-EM képalkotas sordan hasznalt elektronnyalab
az expozicid sordn karositja a bioldgiai anyagot. A mikrografok legkorabbi képkockai
tartalmazzak a torzitatlan rendszerre vonatkozé informdaciékat, de az ezekben a képkockakban a
kontraszt még alacsony. Az elektronok felhalmozéddsa magasabb kontraszti képeket
eredményez a késébbi képkockdkban, de a nagy felbontdsu informdaciék (finom részletek)
gyorsan romlanak a sugarzasi kdrosodas miatt. A modern algoritmusok dézis sulyozast vagy
expozicid szlirést alkalmaznak, amely a filmképkockdk nagy felbontdsi tartalmat a
felhalmozddott ddzisok fliggvényében alacsonyabb sulyozassal kezeli. Ennek kovetkeztében a
korai képkockak megorzik nagy felbontasu tartalmukat, mig a kés6bbi képkockakbdl begyftijtott
informacidk az alacsony felbontasu tartalomra korlatozédnak. A tipikus elektron dézisok 20-60
elektron/A2 tartomanyban mozognak, de hatékony expoziciés szlirés még ennél magasabb
dozisok esetén is elvégezhetd.

A krio-EM képeken a faziskontrasztot a képfelvétel soran enyhe defékuszalassal lehet elérni. Az
optimalis defékuszaldsi tartomdny a nagy felbontdst informdaciok megorzése mellett a
részecskék azonositdsahoz sziikséges kontrasztot is garantdlja. Ha a mikroszkdpos felvétel tul
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kozel van a fékuszhoz, akkor a részecskék lathatatlanok lehetnek. Ha a mikroszképos felvétel tul
messze van a fokusztol, akkor a nagy felbontdsu informaciék csokkennek. A kisebb részecskéknél
nagyobb defokuszalasi bedllitdsokra lehet sziikség a megfelel6 kontraszt elérése érdekében. A
fehérjék krioEM adatkészleteit altalaban minimalis, -0,5 és -1,0 um kozotti, defékuszalassal
gyljtik, de ha a részecskék nehezen lathaték, akkor magasabb defékuszaldsi bedllitasok is
indokoltak lehetnek.

Az elektronmikroszképpal rogzitett 6sszes kép a valddi objektum torzitott vetiilete. A torzitasok
a térbeli frekvencia fliggvényében az informaciétartalom egyenetlen atvitelét okozzak, amelyet
kontrasztatviteli fiiggvény (CTF) ir le. A standard TEM-képalkotasban a CTF alacsony térbeli
frekvencidknal kozel nullarél indul, és pozitiv és negativ maximdlis értékek kozott oszcillal
(amelyek pozitiv, illetve negativ kontrasztatvitelnek felelnek meg), a nulladtmenetek pedig a
nulla informAaciét tartalmazo frekvencidkat jelzik. A CTF-et tovabb modositjak a burkol6gorbe-
fliggvények az elektronnyaldb térbeli és idébeli inkoherencidjdnak eredményeként, ami magas
térbeli frekvencidkndl csillapitja a CTF-et. A CTF szdmos tényezd fliggvénye, beleértve az
elektron hulldmhosszat (amelyet a mikroszkoép gyorsité fesziiltsége hatdroz meg), a mikroszkép
elektron hulldmhossza és a C, tényezdk adllando6ak, de a defékuszalas valtozo. Ezért a CTF becslés
legfontosabb feladata az egyes képek valédi defékuszanak meghatarozasa. Ha egy kép CTF-je
ismert, akkor a kép hiteles valtozata helyreallithaté.
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3. Eredmények

Az eredmények bemutatdsakor minden fejezetcim mellett feltlintettem azokat a sajat publikdcidkat (S1, S2..),
amelyeknek eredményeit az adott fejezet taglalja. A szévegben ezeket nem idéztem ujra, mert sokszor egymasba
fonodott az egyes témdak bemutatdsa. Csak azok a sajat munkak vannak referdlva a sz6vegbdl, amelyekre nem épiilt
tézispont, de mégis relevansak voltak a diszkussziéhoz. Ezeket a referencidkat egyszerii szammal jeldltem és ezek az
altalanos referenciajegyzékben kaptak helyet. gy kezeltem a podocin témahoz kapcsolédé elkésziilt, de jelenleg még
publikalas alatt 4116 kéziratot is.

3.1 Hem fehérjék vizsgadlata

PhD munkadm soran hem prosztetikus csoportot tartalmazé fehérjék (hem fehérjék) szerkezet-
funkcié Osszefiiggéseit vizsgdltam elméleti modszerekkel, igy ezek a rendszerek azéta is
kiilonosen érdekesek szamomra, a PhD id6szakot kovetd évek sordn is tobbszor visszatértem
vizsgalatukhoz. Dolgozatomat ezeknek a munkaknak rovid bemutatasaval kezdem, amikor
nagyon egyszer( szamitasokat végezve igyekeztiink kisziirni ezeknek a csodalatosan dsszetett
rendszereknek miik6désével kapcsolatban felvetett elképzelések koziil azokat, amelyek
teljességgel lehetetlenek és igy alkossunk olyan modelleket, amelyek akar megfelelhetnek a
valésagnak is. A pusztan kvantumkémiai megkozelités mellett, hogy a reaktiv centrumokat
koriiloleld fehérje matrix hatasat is egyre inkabb figyelembe tudjuk venni, ezekben a munkakban
mar fokozatosan megjelentek a molekulamodellezési modszerek is.

3.1.1 A nitrogén-monoxid-szintdz elektrontranszfer folyamatais1s2

A nitrogén-monoxid kulcsfontossagi hirvivé és védelmi citotoxin az ideg-, izom-, sziv- és
érrendszerben, valamint az immunrendszerben!é. A nitrogén-monoxidot L-argininbdl nitrogén-
monoxid-szintazok (NOS-ok]) allitjak el6. A NOS-ok C-termindlis reduktiv doménje koordindlja az
FMN, FAD és NADPH kofaktorokat, az N-termindlis oxidativ domén pedig a proximadlis Cys
oldallanc altal horgonyzott hem csoportot és az esszencidlis tetrahidrobiopterin (H4B) kofaktort.
A NOS-ok kétlépcs6s mechanizmussal katalizdljdk a nitrogén-monoxid szintézisét. Az elsé
lépésben az L-Arg szubsztrat Nw-hidroxi-L-argininnd (NHA) alakul, amibdl, egy masodik
oxidacios 1épés soran képz6dnek az NO és L-citrullin termékek:

L-Arg +2 02 +1,5 NADPH + 2H* — L-citrullin + NO + 2 H,0 + 1,5 NADHP+

A reakcid részleteir6l, szamitasaim idején, a kovetkezGkben ismertetett informaciok alltak
rendelkezésre. Az L-Arg atalakulasanak elsé 1épése soran a nyugalmi allapota (Fe3*) enzim a
redukalé doménbél szarmazo elektronaramlas hatdsara redukalédik, majd megkoti az O, -t és
létrejon a vas-oxi koztitermék. A vas-oxi koztitermékbdl ezutan redukalt és protonalt Fe3+-0,H
species képzddikl” — a proton vagy az L-Arg szubsztrattél szarmazik!s, vagy a szubsztrat és egy
vizmolekula altal alkotott [guanidinium-viz] hal6zatbdl1%; az elektron elsédleges forrdsa a H4B, a
hem kdzvetlen kozelében kot6do6 esszencidlis kofaktor, amely az NO-képz6dés els6 1épése soran
radikalizalédik!8. A vas-oxi koztitermék bomlasi sebessége megegyezik a kofaktor
radikalizaciéjanak (gyok-képzbédési) sebességével20. EPR mérések alapjan a megjelend gyokot
trihidrobiopterin gyoknek?!, ‘H3B-nek nevezték el, azonban még nem volt tisztazott, hogy a
keletkez6 gyok kation vagy semleges species lesz-e. Az 4ltalam végzett szdmitdsok célja az volt,
hogy megkiséreljem leirni az ismeretlen szerkezet(i vas-oxi koztiterméket, és modellezni a H4B
kofaktor és a vas-oxigén csoport kozotti elektronatviteli folyamatot.

A hem kornyéki aktiv hely és a tetrahidrobiopterin kofaktor kézti elektron- és protontranszfer

s 7

folyamatokat siirtiségfunkcional médszerrel elemeztem (a korabbi munkaban B3LYP, a kés6bbi
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esetében pedig UB3LYP és UBP86 funkciondlokat és LAVCP**, LACV3P** és 6-31G** bazist
alkalmazva). Mivel a szdmitdsok idején még a mindkét centrumot tartalmazé modellek
optimalizalasa - méretiik miatt - kihivast jelentett, két részre bontottam a problémat: a hem és a

1. dbra. A nyugalmi allapotu iNOS szerkezete (PDB: 1nod?2). a.) Az oxidativ domén a hem csoporttal, lathaté
tovabba az L-Arg szubsztrat és a H4B kofaktor. b.) A kofaktor-kotd régié kozelképe, ahol a sarga ellipszoid jelzi a
kofaktorral kdlcsonhaté aminosavak és vizek helyzetét - ezeket foglaltam bele a szamitasi modellbe is. c¢.) A H4B
kofaktor.

kofaktor kornyezetét kiilon optimalizdltam majd egyesitettem a két modellt, és az egyes
protondlédasi mintdzatokhoz tartozé végs6é hullamfliggvényt rogzitett atompoziciék mellett
szamitottam (1. dbra). Kiilon vizsgaltam a nyugalmi dllapotot és az esetleges elektron transzfer
folytan létrejott ,radikalizalt” (vagy gyokos) formakat. A hem centrum jellemzésére kialakitott
kisebb modell a hem, a proximalis C194 oldallancot modellez6 SH- csoport, a Fe-hoz koordinalt
02 molekula, az L-Arg szubsztrat és egy vizmolekula egylittese volt, geometria-optimaldsa soran
a hem egyik propionat csoportja mindvégig protonalt volt (hogy a HsB kofaktorral kialakitott
szoros H-hid hatdsa a kofaktor tavollétében is némileg érvényesiilhessen) és a protoporfirin
atomok nem mozoghattak. (Ez utébbi kényszerfeltétel hatasat egy kivalasztott modell esetében
ellendriztem; az eredmények szerint ez a megkotés nem okoz jelentés valtozast, viszont
garantdlja, hogy a fehérjematrix tavollétében is azzal térben kompatibilis rendszereket
vizsgaljunk.) Ezt a modellt haszndltam a vas-oxi komplex szerkezetének szdmitasahoz. A
kofaktor kérnyezetet leiré modell a vizsgalt kofaktoron kiviil a hem propionat helyén egy acetat
csoportot, a kofaktort stabilizdl6 R375 guanidinium csoportjat és a W457 indol gy{rijét is
tartalmazta, valamint 9 vizmolekuldt, melyek koziil 3 a kofaktorral H-hid kolcsénhatasokat
kialakité fehérje atomok helyén szerepelt, tovabbi 6 pedig a kristdlyszerkezetekben taldlhato
oldészer molekuldknak megfelel6 poziciokban (a hem propionatot, az R375 és W457
aminosavakat, illetve a kélcsonhatdé partnereket modellezd vizek oxigén atomjait a szamitasok
sordn helyhez rogzitettem). Ezt a modellt a H4B kofaktor nyugalmi allapotdnak jellemzésekor
semleges, illetve az N3 és N5 atomokon (dupldn) protondlt formaban optimalizaltam. Azt
taldltam, hogy mig az N3-as protondcié nem stabil, a semleges és N5-n protondlt formak
geometridja egymdshoz és a kristalyszerkezetekhez is hasonld és jol illeszkedik a kdrnyezeti
modellbe. Mivel azonban az N3-n protonalt forma relaxaciéja folytan keletkezett, a protont az
acetaton hordozé H4B-H* forma jéval kedvez6bb energidju volt, mint a protondlt kofaktort
tartalmazé modell, a legvaldszinlibbnek a kofaktor semleges kotédését taldltam. A
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radikalizalédott (vagy gyokos) allapot jellemzésére a kofaktor modellt a hdrom vizsgalt kofaktor
- H4B, 5-metil-H4B és 4-amino-HsB - 19 kiilonb6z6 protonaciés/tautomer mintazata mellett
dublett allapotban optimalizaltam, hogy a gyokképzddést leginkdbb eldsegité konformacidkat
megtaldljam. Ezt a 19 gyok-modellt a hem centrum modelljével egyesitve, mind a 19
elrendez6déshez szamitottam hullamfiiggvényt szingulett, triplett és kvintett allapotban,
UB3LYP és UBP86 funkcionalokat alkalmazva.

A H4B kofaktor esetében két elrendez6dés eredményezett elektrontranszfert a kofaktor és a hem
centrum kozott. Mindkettd a kofaktor N5 atomjanak deprotonalasaval allt el6, egyik esetben a
proton a hozza térben legkdzelebb esé karbonil csoporton taldlhatéd (3-as modell (2a. dbra);
ekkor a kofaktor atomok spinsiirliség értékeinek osszege 0,31 a legkedvezébb energidju
hullamfliggvény esetében), a masik esetben pedig a hem propionaton (4-es modell, ahol a
kofaktorhoz tartoz6 spinsiirliség 0,48). Ez utébbi egyben a legalacsonyabb energiaju H.B-t

tartalmazé modell. A kofaktorrél elmozdulé elektronsiirliség a hem centrumban, a Fe-0:
koérnyezetben jelent meg (a kisérleti eredményekkel 6sszhangban).

a. b.
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2. abra. A hem és a HisB (a.) és 5-metil-H4B (b.) kofaktorok kozti elektrontranszfer folyamat leirasanak
céljabol vizsgalt (egyesitett) modellrendszerek és a hozzajuk tartozé hullamfiiggvényekbdl szarmaztatott
értékek. Az relativ energia értékek k] /mol-ban vannak megadva.

Az 5-metil-H4B szintén aktiv kofaktora a NOS enzimnek, de itt az N5-os atomhoz nem
kapcsolodik mozgathaté hidrogén. Itt azonban azt tapasztaltam, szemben a HiB esetében
megfigyeltekkel, hogy az 5-metil-H4B N3-as atomjanak protonjat a propionat kozeli (2b. dbra, 2.
modell) majd tavolabbi oxigénjére mozgatva (3. modell) gyokképz6dés valthatd ki, azaz a
kisérleti megfigyelésekkel 6sszhangban ez a kofaktor is lehet elektron-donora a katalitikus
folyamatnak. Mindkét aktiv kofaktor esetében tehat a gyokképzdédést és elektronvandorlast a
kofaktor deprotonalédasa valtotta ki, ami arra utal, hogy ezek a kofaktorok nem csak elektron,
hanem proton forrasként is funkciondlhatnak, bar a két régiét dsszekotd teljes protontranszfer
utvonal nem szerepelt még az egyesitett modellben sem.

Azért, hogy ellendérizzem, hogy az egyesitett modellre vonatkozd régzitett atompoziciok mellett

v

végzett szamitdsok nem okoznak-e nagyon nagy torzuldsokat a szamitott spinsiirliség és

7

toltéssiirliség értékekben, a HiB Kkofaktort tartalmazé rendszer legkedvezdbb energiaju
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allapotdhoz tartozo elrendezddés (2a. dbra, 4. modell) szerkezetét részlegesen optimalizaltam,
ugy, hogy a kofaktor, a kortilotte taldlhato vizek, a Fe és az O, valamint a L-Arg szubsztrat és a
hem kézeli viz

7

molekula szabadon elmozdulhatott. Mig a toltés- és spinsilirliség sem a kofaktor esetében, sem
pedig a Fe-0, kornyezetben nem valtozott jelent6sen, a hem centrumban tértént egy
karakterisztikus szerkezeti valtozas. Az L-Arg szubsztrat egyik hidrogénatomja atvandorolt a
vashoz kotott oxigén molekuldra, ami arra utal, hogy az elektronatadas és a protontranszfer a
hem centrumon is csatolt folyamatok lehetnek (3. dbra). Azt is ellendriztem, hogy a kdézponti
modell kiragadasa a fehérje matrixbdl vagy esetleg a porfirin atomok rogzitése eredményezheti-
e az eredmények eltolddasat. Ezért, szintén a H4B kofaktor négy kiilonb6z6 modelljéhez tartozo
rendszer hulldmfliggvényét a kornyezet Kkiterjedtebb moédon val6 figyelembevételével is
kiszamitottam, tigy, hogy a kofaktort 12 A-n beliil megkozelité 6sszes aminosav atomjai helyére
az AMBER* er6térbél atemelt parcidlis toltések kertiltek. Az egyesitett modellen kiviil es6
fehérjeatomok elektrosztatikus terének jelenlétében szamitott toltés- és spinsiiriiségek azonban
ismét nem mutattak jelentds valtozdast, ami arra utal, hogy sikertilt a modellbe foglalni mindazon
részleteket, amelyek ezekre a tulajdonsagokra kézvetlen hatdssal vannak. Hasonléan, a porfirin-
atomok optimalizdldsa sem hozott 1ényegi atrendez6dést, viszont a rogzités a modellek
OsszevethetGségét és a fehérje-kdrnyezettel vald térbeli kompatibilitas meg6rzését segitette.

L-Arg L-Arg L-Arg L-Arg L-Arg L-NHA

DJH }H QH QH el NH j\ﬁ
NﬁL\NHz N}f;%“NHZ Nfﬂé’\Nﬂz NETENR, NH, " NH, HON *NH,
(l)z- (l)zz- Ol/ OH
o —_ R _ ——s ——Fpll— ——Fell — —s ——Fpll — —+ ——Fell—
Fel! :.;]\ﬁ“. S Frn P |e H7.<‘.‘.B - |e |é‘ u ,-\.\ . ef
Cys Cys Cys Cys Cys Cys

3. dbra. Az eredmények alapjan feltételezett reakciomechanizmus. Az itt bemutatott munkak a reakciéut
narancssarga és kék nyilakkal jelzett 1épéseire vonatkoznak. A narancssarga nyilak a ,nyugalmi allapoti” rendszerhez
vezetd lépések - a szamitdsok sordn is be Kkellett a kristalyszerkezetbe (amely az elsé dbranak megfelel6 allapotra
vonatkozik) épiteni az Oz molekulat. A vizsgalt elektrontranszfer folyamatok pedig a kék nyilakkal jelzett
atalakulasokra vonatkoznak.

Spin density

Relative cofictor  heme

Az els6ként vizsgdlt két aktiv kofakotrral szemben, a 4-amino-H4B energy

Fe.0y

92.8 0.00 -0.13
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kofakor esetében azt talaltuk, hogy bar a kofaktor radikalizaci6ja .. Mﬁj ; T

378

kivalthatd protontranszferrel is (4. dbra, 5.-9. modellek), ezek az T

0.02

elrendez6dések jelentésen kedvezétlenebbek, mint a protontraszfer — JJT

T 47.2 002 0.06 1.97

7 . . 7 ” 7 7 7 . 2 Q 1478 0.00 0.20 an
nélkiil torténd elektron-atadas (3.-4. modellek). Ez az eredmény is = o
6sszhangban van a kisérleti tapasztalatokkal miszerint a 4-amino-H4B Sy T e e
7 . ’ P . 7’ 3 L] Q 173 0.50 147 1.99

kofaktort tartalmazé NOS enzim esetében a hemhez kotott oxigén —————<= v —w =
redukcidja utdan megreked a katalitikus folyamat?3, azaz, hogy a 4- Mfi@” TR M5 W 1d
4 L Q 1149 0.63 134 200

amino-H4B kofaktor a NOS inhibitora. 7y S W@ aw w
) ) o ) o ) ) ‘:)‘:NI)} T 612 03l 001 168
Bar masok is jutottak hasonl6 konklaziékra2324, nehéz lenne tagadni, * Poams ww m T
, , , , . . , - - '\“ " S 855 0.66 -0.53  LIR

hogy az altalam szamitott eredmények nincsenek tokéletes = Yy TR ow e
O0sszhangban a témdban altaldnosan elfogadott paradigmaval. A °* T Qe W M e
L , , , ».-—{“ \'N s 1381 0.63 -036 030
kritikus kérdés az, hogy az elektrontranszport folyamathoz valéban Y T e o
kozvetlenil csatolodik-e protontranszfer is, vagy - kisérleti = - M R
® I j" T BT 08 0l 15

5 w H Q 1387 075 122 200

4, abra. A hem és a 4-amino-H4B Kkofaktor kozti elektrontanszfer folyamat - - S w2 e 07 W
leirasanak céljabol vizsgalt modellrendszerek. A relativ energia értékek k] /mol- , ,,,,::‘[;Y ; :‘;’g ::: ':2; ;:

ban vannak megadva.
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szempontbol megfogalmazva - hogy a kialakult kofaktor gyok semleges vagy pozitiv toltési. Bar
az enzim jelenlétében mért EPR jel hiperfinom csatoléddsi mintazata jelent6sen eltér az
oldatfazisu kation-gyok esetében tapasztaltaktdl, mégis inkdbb ezt a format valdszinsitik a
mérési eredmények alapjan2s. Ez azonban nincs egészen ellentétben az én eredményeimmel,
hiszen én is megfigyeltem részleges elektrontranszfert a H4B kofaktor esetében pusztan bels6
atprotonalédas kovetkezményeként is (3. modell). Az én allitdsom annyiban tér el konszenzustdl,
hogy érzésem szerint ez az allapot Ugy stabilizalédik, hogy a proton is atvandorol a hem
kornyezetébe, ahol az L-Arg szubsztrat fogadja azt, majd kozvetiti a hemhez kotott O, felé. Azt,
hogy a kofaktor protonforrdsként is funkcionalhat a NOS katalitikus ciklusa soran, senki nem
vonja kétségbe?527, inkdbb a két folyamat iddbelisége és csatoltsdguk mértéke a vitatott.
Erdemes megjegyezeni, hogy az altalan javasolt mechanizmus a 4-amino-H4B kofakor inhibitor
voltara is magyarazattal szolgdl, amire, tudomasom szerint mas modell eddig még nem sziiletett.
Ezzel egyiitt, az alkalmazott moédszerek és modellrendszerek egyszeriisége folytdn az is
lehetséges, hogy valéban mashogy zajlik ez a folyamat, mint ahogy én felvazoltam. Pont az ilyen
tapasztalatok inditottak arra, hogy a tanulmanyozott rendszereket teljesebb mértékben leirni
képes mddszerek elsajatitasa felé tegyek 1épéseket és a kisérleteket végz6 kollégakkal szorosabb
egylttmiikodést keressek, hogy a hipotéziseket és részeredményeket mar a munkafolyamat
soran, kozvetleniil tudjuk titkoztetni és egyeztetni.

3.1.2 A nitrophorin 4 pH-fiiggé nitrogén-monoxid affinitasanak vizsgalata $3

1837-ben Charles Darwin sajnos nem csak felfedezésekkel gazdagodva, hanem egy Chagas-koér
nevii betegséggel kiiszkddve tért vissza torténelmi jelent6ségli dél-amerikai expediciéjarol. A
Trypanosoma cruzi parazita altal okozott, a szivet és az idegrendszert karosito fert6zést - amely
ma is szamtalan 4ldozatot kovetel - vérszivé rovarok (pl. a Rhodnius prolixus) terjesztik. Ezek a
rovarok kifinomult mechanizmust fejlesztettek ki az dldozat vérzéscsillapité reakcidjanak
lekiizdésére, a vérszivd tevékenységet megkonnyitendd. A rovar nyaldban taldlhaté hem fehérjék,
a nitroforinok ennek a rendszernek a kulcsfontossiagu elemei. A nitroforinok a vas-hem
kozponthoz kotve nitrogén-monoxidot szallitanak a rovar nyalabol az dldozat szovetébe, ahol az
megiliresedett hem hisztamint megkotve késlelteti az immunvalaszt.

Az nitrogén-monoxid szoros kot6dését a rovar nyadldban, valamint annak kénnyt felszabaditasat
az aldozatban az nitroforinok (Rhodnius prolixus esetében a nitrophorin 4) és a nitrogén-
monoxid kozti affinitds pH-érzékenysége biztositja (a rovar nyala lényegesen savasabb (pH 5,6),
mint az aldozat vére (pH= 7,4)), azonban sem a prosztetikus csoport redox potencialja2s, sem a
komplex spektralis tulajdonsagai2? nem valtoznak a pH-fliggvényében. Az asszociacids sebességi
allanddk szintén nem fiiggnek a pH-tdl, azonban a disszociacids sebességi dlland6 pH-fliggének
bizonyult; a nitrogén-monoxid felszabaduldsa magasabb pH-értékeknél sokkal gyorsabb. A pH
megvaltozasa tehat nem kozvetleniil a hem csoport miikodését, hanem az azt befogadd
fehérjematrix viselkedését mddositja; a pH-érzékenységet egy vagy tobb ionizalhaté aminosav
pH=6,5 kortil bekovetkez6 deprotonal6dasahoz kototték.

A nitrophorin 4 Kkatalitikus ciklusa sordn a fehérje jelent6s szerkezeti atalakulason megy
keresztiil, egy nyitott és egy zart forma kozott (5. dbra). A zart forma alacsony pH-n (pH 5,6)
biztositja a nitrogén-monoxid csapdazédasat - a fehérje apolaros oldallancai elzarjak a ligandum-
koto tlreget a kiilvilagtdl - mig magas pH-n (pH 7,4) nitrogén-monoxid tavollétében a katalitikus
zseb oldészer-hozzaférhetévé valik, két mozgékony hurok (az AB és GH hurkok)
atrendezdédésével. FTIR-vizsgalatok eredményei3? és nagy felbontasu kristalyszerkezetek3132
alapjan kijelenthet6, hogy a nitrophorin 4 zart és nyitott formai minden kisérleti koriillmény
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kozott egyszerre vannak jelen, azonban a nitrogén-monoxid megkét6dése és tavozasa, vagy a pH
valtozasa az egyes szerkezeti formak betoltottségének eltolddasat eredményezik. A nitrophorin 4
esetében tehat egy nagyon specifikus kérdést lehetett megfogalmazni az enzim miikodésével
kapcsolatban: vajon melyik, vagy melyek, azok az aminosavak, amelyek pH= 6,5 koriil
bekovetkez6 protonadlédasa vagy deprotonalédasa kivaltja a szerkezet atrendez6dését.

A ZAP program33 segitségével kiszamitottuk a nitrophorin 4 minden Asp, Glu, His, Arg és Lys
oldallanc titralasi gorbéjét és meghataroztuk ezekbdl a hozzajuk tartozé pK., értékeket az
alacsony pH-n vizsgalt NO-komplex és szabad forma, valamint a pH=7,4-n meghatarozott
ligandummentes allapot szerkezeteit (lerx, 1d3s, 1d2u3132) hasznalva. A ZAP a CHARMM2234
er6tér paramétereit haszndlja, amelybe bele kellett foglalnunk a Fe(Ill)-hem rendszer
paramétereit is. 7 olyan aminosavat taldltunk, amelyek pK.-ja 6,5 kozelébe esett vagy amelyek a
harom szerkezet kozti képzeletbeli transzformacio kozben athaladnak ezen a région - ezek mind
a szerkezetatalakulasban aktiv szerepet jatszé AB illetve GH hurkokhoz tartoznak (5. abra). A
harom allapot kozott a pK,-valtozas leginkabb az AB hurok harom szomszédos aminosava, az
D30, E32 és D35 esetében jelent0s, és ezek koziil a D30 pK, értéke a legérzékenyebb a szerkezet
megvaltozasara. A D30 az NO-komplexben szinte teljesen protonalt, az NO tavozasaval ez ~30%-
ra csokken és ha a pH 7,4-re emelkedik akkor a D30 teljesen deprotonalédik.
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5. abra. A nitrophorin 4 flexibilis AB és GH hurok régidihoz tartozé protonalhaté aminosavak szamitott pKa
értékei (a.) és a szamitasok alapjaul szolgalé harom kristalyszerkezet (1erx, 1d3s, 1d2u) (b.). A hem csoport, az
azt rogzit6 proximalis H59 és az atalakuldsokban leginkabb érintett D30 aminosav lathaté. Szaggatott vonal mutatja a
D30 (AB hurok) és és a L130 (GH hurok) gerinc karbonil-oxigén atomja kozott kialakuléd H-hid kdtést, a szines nyilak
pedig a felszini hurkok ligandumkéotés/eleresztés és pH valtozas hatasara bekovetkezé atrendezddését.

Az eredmények alapjan ugy gondoltuk, hogy a D30 a zart forma kapcsaként funkcionalhat, hisz
protonalt formaban az AB és GH hurkokat 6sszekdté D30-L130 H-hid kotés proton-donora lehet.
A zart forma ugy johet l1étre, hogy a hem csoporthoz semlegesen két6dd - és onnan a vashoz
koordinalt vizmolekulat kiszorité - nitrogén-monoxid maga koré rendezi a mozgékony felszini
hurkok hidroféb oldallancait. A zart forma alacsony pH-n a nitrogén-monoxid tavollétében is
részlegesen fennmarad, a D30 részleges protonaltsdganak koszonhetéen. Ebben az allapotban
nagyon konnyen lejatszédhat a nitrogén-monoxid meg- vagy vissza-kot6dése. Amikor a pH 7,4-re
novekedik, a D30 deprotonalédasa folytan a D30-L130 kotés megsziinik és a szerkezeti sokasag
dontd része a nyitott format veszi fel.
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Elképzeléslink aldtdmasztiasa végett molekuladinamikai szimuldcidkat végeztiink. Kiindulasi
szerkezetként az alacsony pH-n meghatarozott NO-komplex Kkristdlyszerkezetét hasznaltuk,
melyet az elsé szadmitds soran a pH=5,6-hoz tartozo, szamitott pK, értékeknek megfelel6en
protondltunk. Ekkor a kristalyszerkezethez képest csak jelentéktelen eltéréseket figyeltiink meg.
A maésodik szimul4cié sordn a D30-at deprotondltuk, de a NO-t a hemhez rogzitettik. A
deprotonal6das hatasara, a rendkiviil rovid szimulacids id6 (5 ns) ellenére, az AB és a GH hurkok
atrendez6dése megfigyelhetd volt - a nyitott konformacié irdnyaban mozdult el mindkett6. Az
eredmények tehat arra utaltak, hogy a nitrophorin 4 esetében a pH valtozast a szerkezet felé a
felszini AB hurok D30 aminosava ,kozvetiti”: protonaldédasa illetve deprotonalédasa dontd
szerepet jatszik a nitrogén-monoxid tarolasat és szallitdsat vagy éppen a gyors felszabaditasat
el6segitd szerkezeti atrendezédésekben.

3.1.3 Hem fehérjék, mint kétatomos gazok érzékeny szenzorai s+55

A kétatomos gazmolekuldkat, mint az 0,, NO
és CO, hem fehérjék kotik meg, aktivaljak,
szallitjak és taroljak a szervezetiinkben. Az NO,
. ﬂ mint mar kordbban emlitettem, fiziolégidnk
egyik legfontosabb jelatviteli molekuldja.
Receptora az oldhaté guanilat-ciklaz (sGC). Az
sGC GTP-bdl cGMP-t allit eld, ezt a katalitikus
‘ folyamatot teszi az NO jelenléte kétszazszor
hatékonyabbda (6. dbra). A cGMP szintén egy
hirvivé molekula, tobb 1étfontossagu folyamat
inicidtora - aktivaciés jelének specificitdsa
tehat donto jelentdségli. Az sGC szempontjabdl
@ ez azt jelenti, hogy az NO-t ezerszeres O
talsuly mellett, a két molekula méret és
Osszetétel-beli  hasonlésaga ellenére s,
szelektiven és hatékonyan kell megkoétnie.
Meglep6 moédon azonban az sGC egy His
6. dbra. Az sGC felépitése és aktivacija. Az aktiv sc  01dallanc altal horgonyzott, protoporfirin IX
két hasonlé felépitésti, de nem azonos fehérjelanc ~ Vazat —tartalmazo hem  csoport —révén
heterodimere. A NO-két5 domén a B1 lancon, a  koordindlja a kétatomos gazmolekuldkat,
katalitikus egységektdl tavol helyezkedik el. Az NO  amely a globinok (mioglobin, hemoglobin)
kotodése ~a telies molekula = szerkezetére kihat,  pfy centruméaval azonos. (Vizsgalédasaimat
felgyorsitja a GTP — cGMP atalakulast. . ..
kozel egy évtizeddel az sGC
szerkezetmeghatdrozasa el6tt végeztem, de ez mar akkor is tisztazott volt.) A globinok azonban
az 0 f6 tarolo- és szdllitofehérjéi, szerkezetiik tehat specifikusan az oxigénnel vald
kolcsonhatasra optimalizalt. Az O:-kizaras molekularis részleteinek jobb megértése felé igen
jelentds 1épés volt, amikor 2004-ben két kutatécsoport is parhuzamosan meghatarozta, a
Tengcong-i héforrasban akkor néhany éve felfedezett baktériumbdl (Thermoanaerobacter
tengcongensis)3s szarmazé hem-tartalmi domén szerkezetét3637, amirdl bebizonyosodott, hogy
az sGC-hez hasonld, de kordbban nem ismert feltekeredési mintazattal (fold) rendelkezik. A
fehérjét H-NOX-nak, hem tartalmu, nitrogén-monoxid/oxigén kot fehérjének, nevezték el. Mivel
az sGC megfelel6 szakasza és a Tt H-NOX kozti szekvencia homoldgia nagyon alacsony, szerkezeti
modellt nem sikertlt épiteni, de a topoldgiai hasonlésag alapjan kijelenthet6 volt, hogy az sGC
NO-koté doménjének aktiv zsebe valészintileg teljesen apolaris. Ezt a tulajdonsagat hataroztak
meg az 0-kizaras alapjaként, hisz a 0, kotédésekor parcidlis negativ toltés keletkezik a

al:
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ligandumon, mig az NO-komplexben a megkotott ligandum semleges. A Tt H-NOX-ban a
hemhez kotott O, részleges negativ toltését a katalitikus zseb egy Tyr oldalldnca (Y140)
stabilizalja, amely minden ismert anaerob sGC-homoldgban jelen van, mig az sGC-ben és
fakultativ aerob varidnsainak esetében hidnyzik - az sGC-ben egy Ile oldallanc taldlhat6 ezen a
helyen. A Tt H-NOX is anaerob fajbdl szarmazik, levegdn stabil oxi-komplexet képez, mig az sGC
(aerob) nyugalmi allapota 6tés koordindcios allapotd, vas-dezoxi formass. A fentiek alapjan
kialakitott szelektivitdsi modell tehat a megkotott ligandum kézelében taldlhaté proton-donor
jelenlétére vagy hidnyara fékuszal, amely stabilizdlhatja a hemhez kotott oxigént. A képet
azonban komplikalja, hogy egy masik H-NOX fehérje, a Clostridium botulinum (Cb) H-NOX, amely
39% szekvencia-azonossagot mutat a Tt H-NOX-szal, bar tartalmazza a kérdéses Tyr oldallancot,
mégis harom nagysagrenddel gyengébben koéti az 02-t, mint az NO-t, valamint, hogy a Tt H-NOX
magasabb hémérsékleten elvesziti oxigénkotd képességét és 0 jelenlétében is stabil NO
komplexet képez3639. Ezek a megfigyelések kozvetleniil ellentmondanak az eredeti hipotézisnek -
igy tehat munkam kezdetekor tovabbra sem volt vilagos, hogy eléfeltétele-e a Tyr (vagy barmely
mas H-kotés donor) jelenléte a disztdlis hem zsebben az 0, két6désének és hogy esetleges
hidnya garantdlja-e a szelektivitast.

A jelenséget harom kiilonb6z6 modell-rendszerben, két eltérd allapotra vonatkozodlag
vizsgaltam: a Tt H-NOX 300 K és 400 K hémérséklethez tartozé elrendezddéseit, valamint a Cb H-
NOX (homolédgia-modellezéssel el6allitott) szerkezetét 300 K-en - oxi-komplex és
ligandummentes formaban. 25 ns-os szimulaciokat végeztem CHARMM2740 erdteret hasznalva,
melyet Kkiegészitettem a hem csoport atomjaira és az oxigén ligandumra vonatkoz6
paraméterekkel, QM /MM szamitasok eredményeire tamaszkodva.

Az O,-komplexeket uigy hoztam létre, hogy az oxigént kovalensen rogzitettem a Fe-hoz, igy ezek a
szamitasok nem az adott species oxigén affinitdsat vizsgaltdk, hanem azt, hogy a fehérje matrix
hogyan alkalmazkodna az oxigénmolekula jelenlétéhez, ha az kot6dne. Bar a globalis
konformadcié mutatott jellegzetes eltéréseket, kiilondsen a hurok régiékban, az aktiv hely és az
oxigén koordindci6 modja, meglep6 modon, nagyon hasonlénak bizonyult mindhdrom
rendszerben (7. dbra). Akarcsak az oxy-Tt H-NOX (300 K) kristalyszerkezetében3é az aktiv zseb
Y140 (Tt H-NOX szerinti szdmozds) oldalldnca és a hemhez kotott O, kozti H-hid kotés
fennmaradt az egyensulyi trajektdria pillanatfelvételeinek 94,0%, 87,4% és 98,6% -aban, az oxi-
Tt H-NOX (300 K), az oxi-Tt H-NOX (400 K) és az oxi-Ch H-NOX rendszerek esetében. A Y140
helyzetét a szomszédos N74 és W9 aminosavak rogzitik.

\140

B Y14
- "—\
% - \% \_‘/
H102 _/\A@‘\\\‘ H102

7. abra. H-NOX rendszerek Oz komplexeire vonatkozé MD szimulaciok eredménye. Az a.) oxi-Tt H-NOX (300 K),
b.) az oxi-Tt H-NOX (400 K) és c¢.) az oxi-Ch H-NOX (300 K) szimulacidk atlagszerkezetére leginkabb hasonlitd
pillanatkép.
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A nyugalmi allapotd rendszerek (ligandum-mentes forma) vizsgdlatakor mindhdrom modell
esetében ~ 8 ns szimuldcids id6 utdn egy vizmolekula koordindlédott a hem vas atomjanak
hatodik, axidlis ligandumaként - amint az a Fe(IlI) Tt H-NOX (300 K) ligandummentes forma
kristalyszerkezetében is megfigyelhetd. (A szimuldcié kiinduladsi szerkezetében a fehérje
szolvatburka nem nyulik be az eltemetett aktiv zsebbe - ezért azt a szimulacié soran fokozatosan
toltik fel a vizmolekuldk.) Ezek a vizmolekulak a Tt H-NOX (300 K) és a Cb H-NOX esetében a
szimulacié (meglehet6sen korlatos) ideje alatt kotve maradtak, mig a Tt H-NOX (400 K)
esetében, bar a hatodik ligandumkotési pozicio szinte mindig bet6ltott maradt (a pillanatképek
99,9%-aban), a vizmolekuldk gyorsan cserélédtek - ritkan toltottek hosszabb id6t a vashoz
kotve, mint 1 ns. A hemhez koét6d6 vizmolekula a pillanatképek 78,5%-aban H-kotéssel
kapcsolodik az Y140-hez, ami az esetek ~40%-aban proton-donorként (I. allapot) viselkedik
(ezek jobban hasonlitanak a kristalyszerkezetre), mig a tobbi esetben proton-akceptorként (II.
allapot). Ekkor az N74 atfordul és a karbonil oxigén atomja fogadja az Y104 fel6l érkezd proton-
donaciot. A Tt H-NOX (300 K) I. és II. dllapota azonban meglehet6sen hasonl6 gerincszerkezettel
rendelkezik (rmsd: 1,0 A), és a trajektéria mentén a két allapot egymasba alakul. A Tt H-NOX
(400 K) esetében egy masik helyzetet talaltam. Itt legalabb egy tovabbi vizmolekula csapdazodik
a hem-vas és az Y140 kornyezetében. Mind a vashoz kozeli, mind a Tyr hely beto6ltottsége nagyon
magas volt (99,9%, illetve 90,5%), azonban a vizmolekuldk mindkét helyen gyorsan cserélédtek.
Azok az oldészer molekuldk, amelyek eljutottak a vas atomhoz, altalaban ideiglenesen az Y140-
hez is kot6dnek, akar a vas felé kozeledve, akar onnan tavozéban. Ebben az esetben tehat a Tyr
kiszorult a hemhez kotott ligandum H-hidas hatdtavolsagabol, azaz nem jarul kozvetleniil hozza
a ligandum stabilizalasdhoz.

A Cb H-NOX esetében szintén azt taldltam, hogy az els6 viz érkezése utdn egy madsodik is
megjelenik, ebben az esetben azonban ez masodik viz-kot6 hely a hem egyik pirrol gytirtje felett
talalhat6. A Tt H-NOX esetében ez a niche nem all rendelkezésre, mert egy Ile (I5) eltakarja. A Cb
H-NOX esetében ebben a poziciéban egy Val taldlhatd, amely egy metil-csoporttal kisebb 1évén
elegendd helyet hagy a viz koordinaciéjahoz. Erdemes megjegyezni, hogy az 15 a Tt H-NOX
katalitikus zsebének egyetlen olyan oldalldnca, amely még egy kristalyszerkezeten beliil is
jellegzetesen eltérd konformacidkat vesz fel (mind az 1u55, mind az 1u56 A és B lancaban), és
egyes feltételezések szerint ez az oldallanc jatszik meghatarozo szerepet a hem, H-NOX fehérjék
esetében tapasztalt, torzult konformaciéjanak kialakitasaban. A Ch H-NOX esetében a hem feletti
viz lett az Y140 els6dleges H-hid kotés partnere (az egyensulyi szakaszhoz tartozd
szerkezetsokasag 98,0%-ban). Az Y140 a vashoz kotott vizzel csak a pillanatképek 9,8%-4aban
alakitott ki H-hid kolcsonhatast, mig a legtobb esetben (69,1%) ez a viz a N74 oxigénjéhez val6
kolcsonhatasa altal stabilizalédott. Ez a kdlcsonhatas ugy jott létre, hogy az N74 elmozdult és
megfordult; amid oxigénje behatolt a ligandum-koétési zonaba. Az igy kialakult aktiv hely azonban
meglehet6sen kedvezdtlen az 0, két6dés szamara, mivel ebben az elrendez6désben a vashoz
kot6d6 ligandumon kialakulé részleges negativ toltés az N74 karbonil oxigénjének szintén
negativ toltésfelh6jével taldlna szemben magat (8. dbra).

A szamitott szerkezeteket és az egyes formdk O;-affinitdsara vonatkozo kisérleti eredményeket
Osszevetve megallapithatd, hogy az egyetlen sikeres 0,-kotd (és egyben a legeredménytelenebb
0,-kizdrd), a Tt H-NOX (300 K), ugyanugy koordindlja a hemhez kotott vizmolekulat
ligandummentes allapotdban, mint az oxi-komplexe a ligandumot. Ez azt jelenti, hogy az O:
kot6dése ebben a rendszerben a kot6zseb 1ényegi atalakulasa nélkiil is meg tud valésulni - tehat
a folyamat nem az indukalt illeszkedés, hanem a konformacids szelekcié mechanizmusat koveti.
A H-NOX domént tartalmazé fehérjék — azaz példaul az sGC - esetében tehat, eredményeim
szerint, a ligandumkotd zsebben jelenlévé H-hid donor sziikséges, de nem elégséges feltétele az
0, kot6désének; ehelyett a kovetelmény egy jol elhelyezkedé proton donor jelenléte és egy
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egyensulyi szerkezetsokasdg, amely olyan konformdcidkat is mintavételez, amihez az O
minimadlis adaptacié mellett is hozza tud kotédni.

8. abra. H-NOX rendszerek ligandummentes allapotara vonatkoz6 MD szimulaci6k eredménye. A a.) Tt H-NOX
(300 K) - L allapot, b.) a Tt H-NOX (400 K) és c.) a Cb H-NOX (300 K) szimulaciok atlagszerkezetére leginkabb
hasonlité pillanatkép. A piros gémbok a vizmolekuldk oxigén atomjanak pozici6éjat mutatjak, a nyilak pedig a Tt H-
NOX (300 K) I. allapothoz képesti legjelentésebb atrendezddéseket.

A humadn sGC szerkezetét azdta krio-EM moddszerrel meghataroztak*!. A komplex szorosan
egymasba csavarodott szerkezete meglepetésnek szamitott, de nagy megnyugvast okozott, hogy
a H-NOX domén feltekeredése - legaldbbi topolégidjdban - valéban hasonlit a bakteridlis
varidnsokhoz (9.4bra), annak ellenére, hogy a szekvencia-homolégia ezek kozt a rendszerek kozt
nagyon alacsony, valamint, hogy a hem domén 6nallé miikédése szintén fenntarthato6 hipotézis.

= @ humdn sGC H-NOX domén (6jt2)
@ Tt H-NOX (1xbn)

MV @R

9. dbra. A human sGC szerkezete. a.) Az altalam hasznalt sematikus modell és a krio-EM mdszerrel meghatarozott
szerkezet (6jt2), a modell szerint szinezve. b.) Az sGC és a Tt H-NOX domének dsszevetése.

A H-NOX fehérjékhez kozel egy évtized multan ismét visszatértiink. Kordbban Olah Juliannaval
(BME) és Jeremy Harvey-val (KU Leuven) egylittmiikodve kidolgoztunk egy olyan MD
szimuldcidékon és QM szamitdsokon alapuld eljarast, amelynek segitségével a fehérje martixon
beltl torténé (klasszikus) difftiziéo és az aktiv helyhez valé (kvantummechanikai) kot6dés
egyszerre vehetd figyelembe és igy a kot6dési folyamat atfogdan vizsgalhat642. A modszert a NO
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és a CO mioglobinhoz valé kot6désének dsszevetésére hasznaltuk els6ként, de aztdn a H-NOX
fehérjék esetében torténd ligandumvandorlas és kot6édés vizsgalatara is. Harom bakterialis H-
NOX fehérjét (a Kordia algicida (Ka), egy Nostoc cianobaktérim (Ns) és az azo6ta Caldanaerobacter
subterraneus-nak (Cs) atnevezett Thermoanaerobacter tengcongensis baktériumokbdél szarmazé
fehérjéket) vizsgaltunk és tanulmanyoztuk ezekben az 0, NO és CO gazok és a NO-0; gazelegy
migraciéjat. A szimuldciokat itt ugy végeztiik, hogy a kiinduldsi szolvatalt rendszer 40
véletlenszeriien kivalasztott vizmolekulajat kétatomos gazmolekuldkra cseréltiik és ezeknek a
gazmolekuldknak az utjat kovettiik a fehérjematrixon beliil, 300-500 ns-os szimulacidk soran
(10. abra). Ezzel a modszer jellemezni lehet, hogy milyen gyorsan érik el az egyes gdzok az adott
fehérjén beliil az aktiv helyet és milyen hosszan id6znek a disztalis zsebben. Megallapitottuk,
hogy az aktiv helyig tart6 diffiizid sebességi dllanddja mindharom fehérjematrixon beliil az O; >
NO > CO sorrendben csokken, mig adott ligandum esetében Ns > Ka > Cs sorrendben. A Ka és Ns
fakultativ anaerob baktériumok, NO-szenzorok, amelyek gyengén kotik oxigént. Ezen két fehérje
esetében a fehérjében tarolt gaz mennyisége NO > 0, > CO sorrendben csokken, mig a Cs (vagy
Tt) H-NOX, amely kotelez6en anaerob ezért nem védekezik az oxigént megkot6dése ellen, az O2-t
részesiti elényben. Hasonlé kovetkeztetések vonhaték le az egyes gazmolekuldkra vetitett
Osszesitett fehérje-kontaktusok atlagos szamabdl is. A fehérje-kontaktusok/gazmolekulak arany

10. abra. Gazmolekulak

a @ 2 b. migraciéjanak vizsgalata
® o H-NOX fehérjékben. a.) A
09 2 szimuldci6hoz ~ &sszeallitott

” oERAA g kiinduldsi model a Cs H-NOX
S \z?‘& + NO rendszer esetében. A

i L0070 iy Y hem csoportot narancs-
B TN “f&f!f’ ) » sargara szineztem, a szolvat-

; e ke A burok vizmolekuldinak

&9 o " 7 oxigén atomjait vilagos-

kékre. b.) A szimulaci6é egy
pillantaképe, ahol a fehérje
matrixban az adott pillanat-
ban tartézkodé gazmole-
kulak lathatok. ¢) A Cs H-
NOX molekula felszine, ahol
a specifikus kotézsebeket
kiilénbo6z6 szinek jelolik.

¢

megnovekedése azt jelenti, hogy a gdzmolekulak a matrix mélyebben eltemetett zsebeiben esnek
csapdaba; ez az érték a Cs H-NOX esetében volt a legmagasabb, mig a Ka és Ns H-NOX-ok
esetében kevésbé tagas zsebek és siirtibben pakolddott fehérje-matrix fogadja a ligandumokat és
igy azok hamarabb odatalalnak a tagas aktiv zsebbe. A fehérjekontaktusok térbeli csoportositasa
révén pedig kotézsebek és csatornarendszerek azonosithaték, amelyekhez atlagos tartézkodasi

id6 is rendelhetd.

Ebben a témadaban azért volt szamomra nagy 6rém részt venni, mert egészen 0j szemszogbol
ismerhettem meg ezeket a kordabban mar vizsgalt rendszereket. A fehérjematrix ebben a
megkozelitésben jéval komplexebb mivoltdban mutatkozik meg, nem pusztan a katalitikus zseb
szerkezeti integritasaért felelds vazstrukturaként, vagy a reakciot elektrosztatikus mintazatan
keresztiil befolydsolni képes tombfazisként - minden zeg-zug, felszini arok és varatlan kis
fluktuacid jelent6séget nyerhet.
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3.2 Betegségokozo mutdciok hatdsa egy pszeudouridindz miikédésére S6-58

Az uridin pszeudouridinné (W) torténé izomerizaciéja az RNS leggyakoribb poszttranszkripcios
modosulésa, olyannyira, hogy a W-t gyakran az "6tddik nukleotidként" emlegetik. Ez a modositas
kiilonbozé tipust RNS-ekben, tRNS-ekben, rRNS-ekben, snRNS-ekben és mRNS-ekben fordul elb,
és alapvetd fontossagu - tobb ribonukleoprotein (fehérje-RNS) komplex, példaul a riboszéma és
a spliceoszéma hatékony miikodéséhez elengedhetetlen az RNS komponensek bizonyos pontjain
szelektiven lejatszddé pszeudouridilacio+344.

A pszeudouridilaciés U — W atalakulds soran a cukor A 2
egység és az uracil gylrd kozti C-N kotés felhasad, a 2 ot ’ /f[ L
bazis elfordul és egy C-C kotést kialakitva kotddik vissza. Eﬁ\‘w" g
Az izomerizacié egy tovabbi H-hid donort, egy imino- m,%l“ v Yo Ek\c‘,/ko
csoportot hoz létre, ami moddositja a nukleotid altal " " " 5
kialakithaté kélcsénhatési mintazatokat (11. 4bra). Ezek — \/—?

a nem Kklasszikus iranyultsdga extra kolcsonhatdsok () (¥)

fokozzdk az RNS-ek szerkezeti- és ho-stabilitasat, és

el6segitik az oOsszetett térszerkezetek és kotézsebek

kialakitasat*s. gy a W-ek gyakran az RNS-ek funkciondlisan fontos régiéiban, elagazasokban,
aktiv helyek kozelében talalhatéak*s. Erdekes médon a W jelenléte az RNS-ekben jelentésen
hozzajarul a Toll-szer( receptorok és a protein-kinaz R altal kivaltott immunvalasz elkertiléséhez
is47-49, ezért a W-eket (és W-szarmazékokat) gyakran épitik be mRNS-vakcindkba.

11. abra. A pszeudouridin (y).

A pszeudouridilaci6é enzimkatalizalt folyamat, pszeudouridilazok (PSUKk) végzik. Léteznek 6nallé
(egy fehérjeldncbdl felépiil6) PSU enzimeks0 és osszetett ribonukleoprotein PSU enzimek is,
ugynevezett box H/ACA PSU-k, melyek négy fehérjelancbol (diszkerin, Nop10, Nhp2, Garl) és
az enzimkomplexekben a vezérlé RNS, egy kis sejmagvacska RNS (snoRNS) végzi, a katalitikus
izomerizaciét pedig a fehérjekomponensek. A vezérld RNS evoldcidsan konzervalt hajtii-csuklo-
hajti-lancvég topologidju, a H-box (ANANNA) szekvenciat a csukld régioban, az ACA triplettet
(ACA box) a 3’ lancvégen hordozza. A vezérlé RNS szerepe a pszeudouridildz reakciéban, hogy
bazisparositd kolcsonhatasok révén felismerje a szubsztrat RNS-t és poziciondlja azt a katalitikus
diszkerin aktiv centrumdban52. Maga a katalitikus apparatus minden PSU csalddban (beleértve
az 0nallé enzimeket is) erésen konzervalt. A diszkerint hdrom tovabbi, esszencidlis fehérje, a
Nop10, az Nhp2 és a Garl veszi koriil, amelyek mind sziikségesek az optimalis
enzimmiikodéshez. Az Nhp2 feltételezhetben a vezérl6 RNS-t stabilizdlja és a szubsztrat
a diszkerin aktiv centrumaval, annak szerkezetét és miikodését is befolydsolni képes. A Garl,
amely az aktiv centrumtél tavolabb kotddik a komplexhez, megkénnyitheti a termék
felszabadulasats2 (12. abra).

Bar a box H/ACA és a kiilonb6z6 6nallé PSU enzimek aktiv helyei hasonlésagot mutatnak, a box
H/ACA PSU enzimkapacitdsa két nagysdgrenddel alacsonyabb, mint az olyan egy-komponensi
W-szintdzoké mint a TruB, RluA vagy TruAS53. Rogton felmertlhet tehat a kérdés e kevésbé
hatékony, de lényegesen Osszetettebb enzim szerepével és céljaval kapcsolatban, amely tehat
négy fehérje és két RNS egyiittmikodését igényli egy olyan feladat elvégzéséhez, amelyet
egyetlen fehérje hatékonyabban tud kivitelezni. A TruB, a TruA, RIuA és a Pus10 azonban, egy
kiterjedt fehérje-RNS kolcsonhatdsi feliiletet haszndl és szigora szekvencia-kovetelményeket
tdmaszt a szubsztratok azonositasakor5455. A box H/ACA PSU komplex gépezete alapvetéen mas
megkozelitést tesz lehet6vé; itt a szubsztrat RNS-eket szinte kizarolag a vezérlé RNS koordindlja,
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egy viszonylag révid, 12 bazisparbdl allé szakaszon. A box H/ACA PSU tehat minden olyan uridin
izomerizacidjara alkalmas, amelyhez rendelkezésre all egy, az enzimhez koordinalédni képes

Ve

) [P

P -
i <

.
W
Ny N

@ box H/ACA RNS
szubsztrat RNS

® diszkerin

@ Nopl0

® Nhp2

® Garl

12. abra. A box H/ACA PSU szerkezete: a.) sematikus abrazolasban, b.) a Pyrococcus horikoshii eredetii varians 54
felbontasu kristalyszerkezete (3hay). és c.) a diszkerin katalitikus centrum, a koordindlt (nem reaktiv) termék-
analdggal.

Box H/ACA PSUk a sejtmagvacskaban és a Cajal-testekben taldlhatéak és a valtozatos RNS-ek
pszeudouridilaciéja mellett a telomerek fenntartisdban jatszanak szerepet’l. A komplex
mutdcidit kordbban a telomerek megrovidiiléséhez kothetd nyalkahartya- és fejlédési
rendellenességek kialakuldsaval hoztdk kapcsolatba. Egytlittm{(ikodé partnereink azonban a box
H/ACA PSU komplex két fehérjéjének olyan mutdacidit azonositottak melyek vese-, szem-, bél- és
hallasi problémakkal jellemezhetd fenotipussal tarsulnak. Ezt a kérképet elséként irtuk le, majd
igazoltuk, hogy ez a fenotipus az rRNS-ek pszeudouridilaciés hibajabol eredd riboszéma
diszfunkci6 kovetkezménye. Azaz olyan mutacidkat azonositottunk, amelyek a pszeudouridilaci6
hatékonysagat csokkentik, és ezaltal okoznak betegséget.

A betegségokozdé mutaciét hordozd variansok és a vad tipusu (wt) rendszer 6sszevetésének
lehet6sége jol definidlt keretrendszert hozott létre a box H/ACA PSU katalitikus
mechanizmusanak tanulmanyozasdhoz. A kisérleti eredmények értelmezését, tesztelhetd
funkcionalis modellek felallitasat és a végs6é kovetkeztetések levonasat ebben az esetben is
szamitasok tamogattak.

A box H/ACA PSU komplex a pszeudouridilacié mellett kritikus szerepet jatszik a telomer
szintézisben. Ez utdbbi funkcié az, amely 06sszekapcsolja a dyskeratosis congenita (DC)
betegséggel52, amelyet nyalkahartya-rendellenesség és csontvel6-elégtelenség jellemez, valamint
annak sulyosabb formajaval, a Hoyeraal-Hreidarsson-szindromaval (HH), amely méhen beliili
novekedési rendellenességgel, mikrokefalidval, kisagyi hipoplasiaval és ritka esetekben
enteropatiaval jar. Bar az 6nall6 PSUKk esetében leirtak pszeudouridilaciés hibakkal 6sszefiiggd
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human rendellenességeket is53-55, kordbban nem volt olyan ismert kérkép, amit a box H/ACA PSU
pszeudouridilacids funkcidjahoz kotottek volna.

Egylittm{ikodé partnereink kapcsoltsdgi analizis és teljes exom-szekvendlds segitségével,
azonositottak a diszkerin és a Nop10 olyan mutdacio6it, melyek gyermekkorban elkezd6d6, korai
haldlozassal jard, szteroidrezisztens nefrézis, sziirkehdlyog, szenzorineurdlis siiketség és
enterokolitisz tlinetcsoportot mutatd betegséget okoznak. Minimalis atfedés volt a megfigyelt
fenotipus és a HH fejlédési rendellenességei vagy a DC diagnosztikus bor-nyalkahartya
elvaltozasai (dyskeratosis, leukoplakia és koromdisztrofia) kozott, bar a telomerek az Gjonnan
leirt betegség paciensei esetében is rovidiltnek bizonyultak, akarcsak a DC esetében. Ennek
alapjdn ezt a megbetegedést egy onallé6 korképnek tekintettiik és a tiinetek alapjan azt a
feltételezést tettiik, hogy a mutaciék az enzim pszeudouridilaciés kapacitdsat korlatozzak. A
kovetkez6 1épésben azt szerettiik volna megérteni, hogy milyen szerkezeti és funkcionadlis
hatésai vannak az azonositott mutaciéknak, hogy ezt a feltételezést alatdmaszthassuk.

A humdn box H/ACA PSU szerkezete nem ismert, ezért a szerkezeti analizis megkezdéséhez a
rendszer homolégia-modelljét kellett el6allitanunk. A kutatdsunk idején egyetlen ismert teljes
pszeudouridindz komplex szerkezet volt hozzaférhet6, a Pyrococcus furiosus (Pf)-bdl szarmazo
H/ACA PSU (3hay)s¢. Ennek a komplexnek a fehérje komponensei azonban alacsony szekvencia-
homolégiat mutatnak a human varidnsokkal (29-43%) és a kisérletileg meghatarozott szerkezet
nagyon alacsony felbontast (5A). Ezért a modell felépitéséhez felhasznaltuk még a Pf jobb
felbontasu, de részleges PSU komplexeinek szerkezeteit (3hjw>? és 3lwqs8) és Saccharomyces
cerevisiae (Sc) eredeti fehérje-komponensek szerkezeteit (2lbw>9 és 3u2860). Az Sc fehérje-
komponensek szekvencia-homoldgidja a human rendszerrel (56-70%) joéval nagyobb a Pf
rendszerekénél. A kilonbozd
forrasbdl szarmaz6 és eltéré komplex-
formakban vizsgalt szerkezetek
jelentds kiilonbségeket is mutatnak, de
az altalanos szerkezetiik hasonlo, ezért
jol illeszthet6k egymdashoz. Az egyes
fehérjekomponenseket tehat tobb
szerkezet alapjan modelleztiik, a
komplex ,0ssze-szereléséhez” pedig a
Pf  eredetd  teljes szerkezetet
hasznaltuk templatként. A homoldgia-
modell stabilitdsat MD szimulaciokkal
ellendriztilk: a wt humdan rendszer

modellje és a Pf kristalyszerkezet j6
I .,vezérl(") RNS‘;yszubsms @ cisierin @ Nop10 @Nhzz @art topolégiai hasonlésdgot mutatott (13.
T - abra). A kozottik kialakult és a
szimulacié sordn stabilizalédott ~2.5
A (fehérje gerinc-atomokra szamolt)
rmsd egyrészt a nagyfoku szekvencia-
eltérésekbs6l masrészt pedig abbdl eredhet, hogy a kristalyositashoz felhasznalt szubsztrat RNS
az U helyett egy attdl jelentésen eltéré termék-analégot (5-F-6-hidroxi-pszeudouridint)
tartalmazott. Ez egy altalanos probléma a kisérleti szerkezetekkel val6 6sszehasonlitasok soran,
A PSU esetében a mai napig egy olyan szerkezet sem all rendelkezésre, amely a fiziol6gias
szubsztratot vagy terméket tartalmazza, helyettiik kiilonb6z6 mértékben eltéré analdégok
talalhat6k a meghatarozott szerkezetekben (14. dbra).

13. abra. Az MD szerkezeti sokasag 6sszevetése a
kristalyszerkezettel
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14. abra. A homolégia modell épitése soran tapasztalt kihivasok. a.) Az alacsony felbontis miatt a P. furiosus
eredetii PSU komplex szerkezete nem volt alkalmas kozvetlen templatként. A panel felss részén a 4,99 A felbontasu P
furiosus box H/ACA PSU szerkezet (3hay) kdzponti régidja lathatd, k6zépen a nem-reaktiv termék-analdggal, alul pedig
az 1,85 A felbontasu E. coli TruB PSU (1k8w) hasonlé régiéja, melyen az oldallancok konformaciéja és helyzete is
vilagosan kivehetd. b.) Az eltéré mddszerrel meghatarozott, kiilonb6z6 komplex formaban taldlhatd és eltéré forrasbdl
szarmazé PSU szerkezetek jol illeszthetéek. c¢.) A kisérletileg meghatarozott szerkezetekben taldlhaté U- és -
anal6gok.

A szamitasokhoz az AMBERff99SBildnp*é! erdtér kiegészitett valtozatat alkalmaztuk, amely a
Steinbrecher és munkatarsai altal kidolgozott foszfat-észter paramétereket is tartalmazta62 Ez
utébbi kiegészités azt a nehézséget hivatott enyhiteni, hogy az RNS cukor-foszfat gerincének
nagy negativ toltése miatt a foszfat-oxigének kozelében nem-realisztikus mdédon 6sszes{irtisodott
vizmolekuldk az RNS mozgasat korlatozhatjak. OPC vizmodellt hasznaltunk, a rendszer teljes
toltésének semlegesitését, és a fizioldgids so-koncentraciot beadllitdsat Mg2+ és Cl- ionok
hozzaadasaval valésitottuk meg. A modellek igy 6sszesen ~160 000 atomot tartalmaztak. Az
eléallitott human wt box H/ACA PSU komplex modell alapjan azonnal fontos megfigyeléseket
tehettlink (15. abra). A DC leirt esetei olyan mutaciékhoz kapcsolédnak, amelyek tobbnyire a
vezérl6 RNS kotésében szerepet jatszé aminosavakat érintik: ilyenek a diszkerin N- vagy C-
terminalisa k6zelében talalhaté mutacios helyek, a Nop10 R34-es aminosava, vagy az Nhp2 R61,
P87 és V126 aminosavai. Kivételt a diszkerin R158 és S280 mutacios pozicidi jelentenek, de ezek
sem esnek messze a vezérld RNS-t6l. Ezzel szemben az altalunk azonositott diszkerinE206kK és a
Nop10T1eM mutaciék a dyskerin-Nop10 hatarfeliileten taldlhatéak, tavol mindkét RNS-
komponenst6l és a diszkerin aktiv helyétdl is (az aktiv helyen kotott U és a
diszkerin206/Nop10716 tomegkozéppontjainak tavolsaga ~24 A). A DC-hez kapcsolédé és az
altalunk azonositott mutacios helyek j6 elkiiloniilése alatamasztotta azt az elképzelésiinket, hogy
a két csoport valéban kiilonb6z6 mechanizmus mentén mddositja az enzim miikodését. A
modell azt is sugallja, hogy a diszkerinE206K vagy a Nop10T16M mutacié lehetséges, hogy hasonlo
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szerkezeti hatast valt ki - ahogy az altaluk kivaltott korképek is szinte azonosak - hiszen a
dyskerin-Nop10 hatarfeliilet azonos pontjan, egymassal szemben helyezkednek el. A diszkerin
aktiv helyétdl val6 nagy tavolsaguk azonban kissé kétségbe vonta, hogy a diszkerinE206k vagy a
Nop10TieM esetében valéban a katalitikus, pszeudouridilaciés 1épés fog masképp lejatszddni,
mint a wt komplex esetében.

E206K (diszkerin)

‘ vezérl6 RNS @ szubsztrat RNS @ diszkerin @ Nop10 Nhp2 . Garl

15. abra. A human wt box H/ACA PSU komplex homoldgia modelljének szerkezete. A narancssarga gombok
jelzik a DC mutaciok helyét, sziirkével és zolddel az altalunk azonositott mutaciok oldallancait jeldltem.

Konfokalis mikroszképiat, illetve reciprok Kko-immunprecipitaciés Kkisérleteket alkalmazva
igazoltdk munkatarsaink, hogy diszkerinE206K varians sejten beliili lokalizaciéjat a mutacié nem
valtoztatta meg. Tovabba, a diszkerinE20¢k és a Nop10vt, valamint a diszkerin*t és a Nop1(0T16M
kozti kolcsonhatas is fennmaradt. Mindkét esetben megvaltozott azonban a komplexeik
disszociaciés allanddja (a diszkerinwt/Nop10wt parhoz Kképest), melyet nyomas-fiiggd
fluoreszcencia spektroszkopia mérésekkel kovettiink.

A wt és a mutdns komplexek MD szimuldaciéi azt az eredményt szolgaltattak, hogy bar a mutaciok
megjelenése nem okoz globalis szerkezet valtozast (16. abra), a diszkerin/Nop10 kdlcsénhatasi
felszinen bekoévetkez6 aminosav-cserék a pszeudouridilacids zseb atrendez6dését valtjak ki. Két
karakterisztikus kiilonbség alakult ki: a mutaciét hordoz6 PSU komplexekben a diszkerin
katalitikus D125 oldallanca és a szubsztrat U kozti kdlcsonhatds megsziinik, és az U koordinacids
geometriaja is megvaltozik (17. abra). Ez meglep6 megfigyelés volt, annak fényében, hogy a két
helyszin milyen messze helyezkedik el egymastol, azonban a szerkezetek részletesebb analizise
soran azonositottunk a mutacidés helyek és a Kkatalitikus centrum kozott két kiilonbozo
kolcsonhatasi utvonalat is. Az egyik a mutacids hely szomszédsagaban talalhaté Nop10Y!5 és a
diszkerinR247 kozti H-hid, amely azért lehet fontos, mert ennek az orientacidja és erGssége
hatadssal lehet a diszkerinR248 konformacidjara, amely a szubsztrat uridin foszfat-csoportjat
koordinalja. A masik egy bonyolult, H-kdtésekbdl és hidrofob kélcsonhatasbdl felépiil6 lancolat,
mely a Nop10 16-18-as szegmensét és a katalitikus diszkerinP125-t hordoz6 122-131-es hurkot
koti Ossze: a Nop10Ti6 és NoplOKi8 oldallancai H-kotéseket képeznek a diszkerinE206 és
diszkerinE208 aminosavakkal, amelyek koziil az utébbi szintén H-kotést képez az diszkerinR?11-g],
mely a ezen kiviil a Nop10F2 aromas gytiriijével is stacking kélcsonhatast alakit ki. A Nop10F2 egy
olyan zsebbe nyulik, amelyet a diszkerin diszkerinR158, diszkerinl213, diszkerinQ244 és diszkerin£245
aminosavai hatarolnak. A diszkerinE245 H-kotéssel kapcsolédik a Nopl10H31l-hez, amelyet a
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diszkerinT!29 is koordindl, ami viszont az aktiv diszkerinP125-t hordoz6 hurokban helyezkedik el.
A két fehérje e fogaskerék-szeri kiterjedt érintkezési feliilete lehet6vé teszi a kommunikaciot a
tavol fekvé mutacids- illetve aktiv-hely kozott. A modellezés eredménye tehat megerdsitette azt a
hipotézisiinket, hogy az diszkerinE20¢K és a Nop10T16M mutdcidk a pszeudouridilaciés kapacitast
csokkentik, melyet aztan in vivo zebrahal modellben térténé vizsgalatokkal és a paciensekbdl
nyert mintak analizisével tAmasztottunk ala.

wt: .vezér16 RNS @ szubsztrat RNS . diszkerin . Nop10 Nhp2 . Garl
E206K (diszkerin): .vezérl('i RNS szubsztrat RNS . diszkerin . Nop10 Nhp2 . Garl
T16M (Nop10): @ vezérl6 RNS szubsztrat RNS diszkerin Nop10 Nhp2 @ Garl

16. abra. A mutaciok globalis hatasa. Az MD szimulacidk tanulsaga szerint a diszkerinE206k és Nop10716M muticiék nem okoznak
jelentds valtozast a komplex szerkezetében. Az abra az egyes rendszerek szimuldcidinak egyensulyi sokasdginak reprezentativ
elemeit mutatjak, a szerkezetek >90%-4t tartalmazo klaszterek kézépszerkezeteit.

A valasztott zebrahal modell dkc1 (diszkerin) génjének CRISPR/Cas9 kozvetitett mutdcioja révén
hoztak 1étre kutatétarsaink két null varidnst. A homozigéta null mutadns halak 5 nappal a
megtermékenyités utan elpusztultak, a humdan betegségnek megfeleld fenotipussal. A larvak
szemmetszetei a zebrahal sziirkehdlyog-modellekhez hasonlé atlatszatlan lencsét mutattak. A
proliferaciés markerek fokozott fest6dését figyelték meg a retindban és a latéidegben, a magas
dkc1-expresszioju tertlileteken, ami sejtciklus-hibara utal. A bels6 fiil fejlédése karosodott, a
bélrendszer bélkompartmentumai pedig differencidlatlanok maradtak, s6t a differencidlédasi
markerek Kkifejez6dése 4ltalanosan csokkent a null varidnsok esetében. Vérképzdszervi
rendellenesség is megfigyelhetd volt, a kordabbi dkcl és nop10 null zebrahal modellekben leirtak
szerint. A dkcl hidnya hibas allkapocs-porc fejlédést és rendezetlen tobozmirigyet is okozott,
amit a ndi diszkerinE206k hetegek esetében is megfigyeltiink. A nullmutdnsok mentesithetéek
voltak wt human dkc1l mRNS zigétikus injekcidjaval. A dkcl p.E206K mRNS-sel sokkal gyengébb
mentést lehetett elérni, ami a szintén ennek a varidnsnak - némi korlatozott funkcié melletti -
patogenitasat jelzi.

A telomerek biogenezise a zebrahalban hasonl6 az emberéhez. A dkc1 null allatokban azonban
nem figyeltiink meg telomer-rovidiilést. Mivel mar korabban megmutattak, hogy a diszkerin
kilitése (tobbek kozott) a riboszomalis RNS (rRNS) pszeudouridilaciéjanak >50%-os
csokkenését eredményezié3 azzal a feltételezéssel éltiink, hogy a tapasztalt differencialédasi
problémak hatterében is ez allhat. Azt talaltuk, hogy a null mutans allatokban az 18S rRNS
mennyisége alacsony volt a 28S rRNS-hez képest és jelentdsen csokkent pszeudouridilaciéjanak
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17. abra. A mutaciok szerkezeti hatasa: lokalis hatdsok a diszkerin/Nop10 hatarfeliileten (fels6 sor) és a tavol fekvd
diszkerin aktiv helyen (alsé sor). Az els6é oszlop a wt rendszert mutatja be, a masik kett6 pedig a betegség-okozd
mutaciok hatdsat. Az dbrak az MD trajektéridk egyenstlyi szakaszainak leggyakrabbak el6fordulé konformacidit
(legpopuldltabb klaszterek kdzépszerkezeteit) mutatjak.

mértéke is (a mérésekhez az RNS mintdkat periférids vérbol és borbdl izolaltuk, és a W- és U-
tartalmukat HPLC/MS modszerrel hataroztuk meg). Megvizsgaltuk a ¥/ U aranyt human
betegek periférids vér mononuklearis sejtjeiben is (immun-Northern blot alkalmazasaval), ahol
hasonlé valtozasokat tapasztaltunk - pszeudouridilaciés hibak egyértelmii jeleit. Mivel a dkcl
null mutans zebrahalak a human fenotipushoz hasonld elvaltozasokat szenvedtek normalis
telomer-hossz mellett riboszomalis diszfunkcidval, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
fenotipus f6 hajtdereje a mutaciok altal a Nop10/diszkerin hatarfeliileten kivaltott szerkezeti
valtozas, amely a diszkerin aktiv helyét is modositja és igy a box H/ACA PSU pszeudouridilacids
kapacitasat csokkenti.

A kutatasunk kovetkezé szakaszaban célunk az volt, hogy tisztazzuk a pszeudouridilaciés reakcié
molekularis részleteit, azonositsuk a reakciét befolyasolni képes szerkezeti elemeket, valamint a
vezérl6 RNS-ekre vonatkozd szekvencidlis koévetelményeket. A  reakcidmechanizmus
kulcsfontossagu 1épéseit MD szimuldciok majd a tanulsdgok alapjan létrehozott modellekkel
végzett vegyes kvantummechanikai /molekulamechanikai (QM/MM) szadmitdsok segitségével
vizsgaltuk. A wt human box H/ACA PSU komplex modelljét két formadban tanulmanyoztuk (a
kiindulasi és termék-allapotokban), és emellett 1étrehoztuk négy inaktiv (vagy gyengén aktiv)
varians modelljét is, hogy feltarjuk, hogyan befolyasoljdk a mutdciok a komplex szerkezetét és
katalitikus aktivitasat.
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Els6ként molekuladinamikai (MD) szimulacidkat végeztiink a wt kiindulasi és termék allapot, és
részlegesen vagy teljesen inaktivdlédott mutdns enzimkomplexek estében: a wt/U, wt/W,
diszkerinE206K /U és Nop10T16M/U, valamint a diszKkerinP1254/U, diszkerinP125N/U rendszerekre (a
/U és /W jelolés a diszkerin Kkatalitikus helyére ékel6d6 szubsztrat mibenlétére utal, azaz ezek a
kiindulasi és termék allapotoknak felelnek meg). A szubsztratk6té konformacié a box H/ACA
PSUk esetében ugy alakul ki, hogy a vezérl6 RNS-hez koordinalédott, U-alakban meghajlitott
szubsztrat RNS szal az izomerizadland6 uridin helyén kifordul, a szubsztrat uridint a diszkerin
katalitikus zsebébe kényszeritve. A szubsztrat szal dsszes tobbi nukleotidja szabalyos Watson-
Crick bazisparokat alakit ki a vezérl6 RNS nukleotidjaival, csak az atalakitand6 U (vagy az
izomerizacié soran kialakult W) marad parositatlanul és egyediil ez a bazis nyulik be mélyen az
aktiv helyre. Modellépités soran a vezérl6 és a szubsztrat RNS-eket a Pf box H/ACA RNP-jének
kristalyszerkezetébdl emeltiik ki, azt a varidnst (és szerkezetet) valasztva, amely a nativ
szubsztrat legkozelebbi analdgjat tartalmazza a Kkatalitikus pozicidban: 3-metil-uridint
szubsztratot hordozo (de a Garl-t nem tartalmazd, részleges komplex) szerkezetet (3lwq).

a.

@ ©®® @ human wtbox H/ACA PSU egyenstilyi sokasaga
@ Pyrococcus furiosus box H/ACA PSU egyenstilyi sokasaga

U65 snoRNS / 28S RNS (szegmens) komplex ﬁ\d‘/

® NMR szerkezete (2p89)

() szamitott szerkezetb6l kiemelt
vezérlo és szubsztrat RNS

18. abra. A human wt box H/ACA rendszer MD szimulaciokbol szarmazoé szerkezetének dsszevetése kisérleti
eredményekkel. a.) A PfPSU (3hay) kristalyszerkezettel szerkezettel val6 egyezést a 13. dbran mar bemutattam.
Mivel azonban a Pf PSU rendszerre is végeztiink szimuléciét, az Osszevetését ugy is elvégeztiik, hogy az MD-vel
szarmaztatott szerkezeti egyiitteseket illesztettiik egymdsra. A Nop10 konzervalédott masodlagos és harmadlagos
szerkezete kiilonosen érdekes, mivel e rovid - és szabad formaban strukturalatlan - fehérje archealis valtozata
tartalmaz egy cink-ion kotShelyet, amely a human formdban nincs jelen. b.) Az egyes fehérjekomponensek MD-el
szarmaztatott konformacidja és az AlphaFold altal becsiilt szerkezeteik (rdzsaszin) egymasra illesztése (feliilrél (az
o6ramutatd jarasaval megegyez6 irdnyaban): diszkerin, Nop10, Nhp2, Garl). c.) A teljes human wt PSU komplex MD

sz

komplex NMR-szerkezetének 6sszehasonlitasa.

Amint mar kordbban is, az Gjabb modellek esetében is azt talaltuk, hogy a human box H/ACA PSU
szerkezeti egyiittese megtartja a Pf eredetii rendszer topoldgidjat; a legjobb illeszkedést a
koézponti, katalitikus régidban figyeltiik meg. Az AlphaFold el6rejelzésekkel is jelentds egyezést
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taladltunk, annak ellenére, hogy ezeket az egyes fehérjék 6nallé (nem komplex-beli) formaira
hoztak létre. Tovabb3, a teljes komplexben a vezérlé és a szubsztrat RNS-ek az MD szimulaciobol
szarmazd konformacidi hasonldsagot mutatnak a human U65 snoRNS (vezérld) és a 28S rRNS
(szubsztrat) szegmens (enzimmentes) komplexének olddészerbeli NMR modszerrel
meghatarozott szerkezetével is. A megfigyelt hasonldsag azt is illusztralja, hogy a kotési
topoldgiat és a szubsztrat uridin atforduldsat a két RNS-szdl komplexképzése dnmagaban
biztositja (18. 4bra).

A szamitdsok sordn azt taldltuk, hogy wt/U rendszerben - egyediildllé médon - a szubsztrat
bazis N3 atomja H-hidat alakit ki katalitikus D125 oldallancaval (a szerkezetek 99,5%-aban),
amely a nukleotid jelentds torzuldsaval jar egytitt (19. dbra). A tobbi vizsgdlt rendszerben ilyen
kolcsonhatas nem (vagy csak részlegesen) alakul ki: az Asp125(0D1, 0D2)---N3 H-kotés a wt/W,
diszkerinP1254/U, diszkerinP125N/U és diszkerinE206K/UJ komplexek szerkezeteinek 1,6, 0, 14,3 és
29,0%-4aban volt jelen. Tehat sem a katalitikus Asp helyén a mutdnsokban megjelené Asn vagy
Ala, sem a nativ Asp melletti W termék nem indukalta a nukleotid elhajldsat. A D125 katalitikus
zsebben vald jelenléte mellett sztérikus okok is hozzajarulnak a wt /U komplex torzuldsahoz. A
wt box H/ACA PSU komplex diszkerinjéhez valo kot6désekor a szubsztrat egy nagyon sekély
katalitikus zsebbel taldlkozik, amelynek méretét a V128, 1226 és L246 oldallancok Aaltal
létrehozott ,hidroféb blokk” korlatozza (20. dbra). A fesziilt szubsztrat-koté konformacié a
jelent6ségét a késébbi QM /MM szdmitdsaink is alatdmasztottak. A QM/MM modellben ugyan a
D125 helyzete kissé eltolddik az U szubsztrathoz képest, a bazis orientdcidja és torzuldsa a
zsufolt aktiv zsebben megmaradt. Ebben az elrendez6désben az UN3 atomjahoz valé kozvetlen H-
hid kotést egy viz-kozvetitett kozvetett kdlcsonhatds valtja fel, mikdzben az D125 elég kozel
kertilt a cukor 2" hidroxil csoportjahoz egy direkt H-hid kialakitdsdhoz (ez a kélcs6nhatas az MD-
szerkezetek kisebb hanyaddban (4,4%) is jelen van). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
box H/ACA PSU enzim a szubsztratkotés fesziilt geometriajat a glikozil kétés gyengitésére és az
izomerizaciod elésegitésére, valamint a szubsztratok felismerésére haszndlja.

a. orientdcié gytiriitorzulds
' ' 19. abra. Ligandum-kétédést Kkisérd
%1 (04-Cy-Ny-Co)**/° | €;-Cy-0,/° 0 szerkezet-torzulas az MD szimulaciék
e e T SR
T16M (Nop10) / U 153.8+11.6 124.045.1 BN ByHrt orientdcidjdnak  és ,Slk]anak
D125N (dysk)/U 145.7+9.5 141.945.0 HO_ o | 70 torzuldsa a ,tanu}many ozott
D125A (dysk)/U EREE T O rendszerekben. Vllago.s.kek fo.r’a wt l')ox
WT/¥ TALBEDI0 159.126.9 o cz H/ACA PSU komplex kiindulasi allapotara,
Watson-Crick referencia 156.7+11.1 129.2+4.8 HO oM a narancssirga a wt termék-komplexre
vonatkozik, a sziirke sorok pedig a
b. katalitikus helyen wuridint tartalmazé
(kiindulasi allapotu) hatékonysag-
csokkentd mutdaciokat hordozé
variansokra vonatkozd adatokat

tartalmazzak. b.) A felsorolt rendszerek
(tablazattal azonos mddon szinezett)
szerkezetei: az egyenstlyi trajektoridk
leggyakrabbak el6fordulé konformacioi
(legpopulaltabb Klaszter
kozépszerkezetei).

A termékallapotu wt/W¥ PSU komplexben és a mutans enzimek esetében a bazisok masik iranyu
torzuldsa volt megfigyelhetd. Ezekben a rendszerekben az D125-UN3 kapcsolat hidnyaban az
aktiv centrumhoz kotétt nukleotid szokatlanul fliggdleges helyzetbe fordul. Ez a fliggdleges

o

helyzet és az N1-H1 1j H-kotés donor megjelenése a W gylirin lehetévé teszi, hogy a
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termékallapotd  komplex  pszeudo-
uridinje 4j H-hid kotéseket képezzen a
diszkerin fels6 régidjaval, amely a
Nop10-el és a Garl-el is kommunikal, és
amely a termék felszabadulasanak
el6segitéséért felelés. Az aktiv helyen
kotott W az MD sokasag szerkezeteinek
tobb mint 75%- &ban az N1-H1 H-
kotéseket képez vagy a Y153 oldalldnc
hidroxilcsoportjaval, vagy a T224
gerincoszlop karbonil oxigénjével, ugy
poziciondlva a gyiiriit, hogy az 02 (az
Ujonnan képzdédott C1'-C5 kotéssel szemben) elérje az 1226 és R227 gerinc amid-csoportjait. A
komplexek szamitott B-faktorainak 6sszehasonlitidsa e kdlcsonhatasok varatlan kovetkezményét
tarta fel: a pszeudouridin-ko6tott rendszerben a diszkerin felsé régioja (,fluktualé domén”: 150-
252 régid) és a teljes Garl molekula mozgékonyabba valik, mint barmely mas itt vizsgalt
rendszerben. Az D125-UN3 kapcsolat elvesztése o©nmagaban e régiok konformacids
heterogenitasanak enyhe novekedéséhez vezet, ahogyan azt a D125A/U, D125N/U és E206K/U
rendszerek esetében lattuk, de a pszeudouridin-kotott forma esetében a hatds joval jelent6sebb
(21. abra).

20. abra. A hidrofdb blokk és az aktiv hely elrendez6dése a
reakcid kiindulasi (a.) és termékallapotaban (b.).

a. = b.
=
]
=<
N
v
"
=
—
s ]
=< )
J'E q mozgékony [~
e '1 ) régi(g)k ’
“'i ’
)
‘ .
o PP
b eif WO

= MD:wt/U
—= MD:wt/y s
MD: diszkerin /U
-e— MD: diszkerinzzl;(]K /U
MD: diszkerin /U

21. abra. A szimulacidk soran tapasztalt mozgékonysag-beli kiilonbségek az egyes tanulmanyozott rendszerek
kozt. a.) Aminosavanként Osszegzett B-faktorok a PSU komplexek fehérje-komponensei esetében. b.) A
legmozgékonyabb régid: a diszkerin fluktudlé doménje és a Gar1l altal alkotott egyiittes.

A mintavételezett konformaciok a felsé diszkerin régié 6sszehangolt billenését irjak le. Ugy tiinik
tehat, hogy a pszeudouridin gytiri(i lazabb, fiiggélegesebb helyzetbe val6 elmozdulasa egyszerre
enyhiti a konformaciés fesziiltséget és kinal Uj kdlcsonhatasi lehet6ségeket a W gyltiriin kialakult
N1-H1 H-kotés donorja szamara. Ehhez azonban a ,fluktualé domén” enyhe elmozdulasa és a

»hidrofob blokk” atstrukturalédasa sziikséges. A termék felszabaduldsa ezek szerint akar ugy is
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torténhet, hogy a hatrabillend régié ,lehdmozza” a hozzd szorosan koordindlédott, W-t
tartalmazé termék RNS-t a vezérl snoRNS-rdl.

Megvizsgaltuk a vezérl6- és a szubsztrat/termék RNS-ek és a box H/ACA PSU fehérje-
komponenseinek kolcsonhatdsat, hogy feltarjuk ezek - esetlegesen szekvencia-specifikus -
szerkezeti kovetelményeit. (Ugy taldltuk, hogy ezek a Kkolcsonhatisok minden vizsgalt
rendszerben kozel azonosak; ezért az itt bemutatott szdmok a leghosszabb futasi idével
rendelkez6 wt/¥ komplex szimulaci6jabél szarmaznak). Osszesen ~ 52 H-kotés jon létre a
vezérld RNS és a box H/ACA PSU kiilonbozé fehérjekomponensei kozott, ezekben azonban
leginkadbb a vezérlé RNS cukor-foszfat gerince érintett. Ebbél ~ 20 H-kotés szekvencia-specifikus
(nukleobazis--fehérje tipusi), mig a tobbi a cukor-foszfat gerinc és a fehérje atomjai kézott jon
létre. A bazis-specifikus kolcsénhatdsok koziil ~8 az ACA-motivum (és koérnyezetének) a
diszkerin PUA régi6jahoz valé koordinacidjat szolgdlja, ~ 10 pedig a vezérlé RNS hajtii régidja és
az Nhp2 kozott jon létre. Igy a RNS altal kialakitott pszeudouridilaciés zseb és az enzim aktiv
centruma kozott mindossze 2,5 + 0,6 szekvencia-specifikus kélcsonhatast taldlhaté. Ez utébbi H-
hid kotések a diszkerinEl04, diszkerinki44 és diszkerinQ!47 hosszi, rugalmas oldallancaihoz
kapcsol6dnak, amelyek nem tdmasztanak szigoru szekvencia
kovetelményt a vezérld RNS szdllal szemben, nem dgy, mint
példaul az ACA-motivum felismerését és kot6dését iranytd H-
hid kotések, melyeknek tobb mint felében a fehérje f6lanc
atomjai, azaz a PSU gerinc-szerkezet maga vesz részt. A
szubsztrat/termék RNS és a fehérje komponensek kozott
egyaltalan nem talaltunk bazis-specifikus kdlcsonhatasokat. A
szubsztrat és a diszkerin kozott (a diszkerin a PSU komplex
egyetlen olyan tagja, amivel a szubsztrat/termék RNS koélcson
23. 4bra. A vezérlé RNS szal két  hat) kialakulé ~ 16 H-hid kotés kozel 80%-a cukor-foszfat
szekvencia-specifikus ,horgony”-  gerinc és a fehérje kozott jon 1étre; az izomerizalandé uridin
régidja: a diszkerin PUA domén a7z egyetlen nukleobazis, amely bazis-specifikus kélcsonhatast
(261d) és az Nhp2 fehérje (kék). alakit ki a fehérjematrixszal. Ezek az eredmények egyiittesen
azt sugalljadk, hogy azok a vezérl6 snoRNS-ek, amelyek
képesek a topolégiat fenntartva igazodni a box H/ACA PSU enzimhez, és a diszkerin-PUA és
Nhp2 doménekhez valé kotédésiikon keresztil aktivalni azt, meglehet6sen szabadon varialhatok
a pszeudouridilaciés zseb régidjaban (23. dbra). Ez azt jelenti, hogy a pszeudouridilacié a
legkiilonb6z6bb RNS szubsztratokban kivalthaté a box H/ACA PSU apparatus segitségével. Ezért
ebben a munkankban felvetettiik, hogy a box H/ACA PSU az RNS-szerkesztés idedlis eszkoze
lehet, mely gydgyaszati alkalmazhatésagat is el6revetiti: mRNS-ek pszeudouridilaciéja ugyanis
alternativ. aminosavak beépitését és a korai stop-kédonok (PTC-k) atolvasasat
eredményezhetié465. Mivel a patogén human mutaciok jelentés része (~11%) a PTC-knek
tulajdonithatd, a célzott pszeudouridilacié klinikailag relevans stratégiat kinalhat e mutaciok
korrekcidjara. Az endogén box H/ACA PSU rendszerre tdmaszkodva csak a megfelel6 vezérl6
snoRNS-eket kell eldallitani és szallitani. A bejuttatds a mikroRNS-terapidkhoz nemrégiben
kifejlesztett modszerekkel megvalésithatd és minimalis immunogenitast okoz6667. Azota két
csoport részletesebben is feltarta ezt a lehetdséget, de mindkét esetben arra jutottak, hogy a
hatds nagyon kontextusfiiggd és viszonylag gyenge®8 6. Ez azonban csupan azt jelenti, hogy
kicsit mas uton kell majd az indukalt pszeudoruidilacié terapeutikus felhasznalasat
megkozeliteni.

A PSU katalitikus reakciéjanak mechanizmusat is vizsgaltuk. A pszeudouridilacids reakcio elsd
lépése a glikozidos C1'-N1 kotés felhasadasa, ezt koveti a szabadda valt bazis elforduldsa és az (j
C1'-C5 kotés kialakitdsa. A reakcié formalis leirdsat egy protonatadasi reakcié zarja. A

36



dnenyhard 394 25

reakciomechanizmus részletes vizsgalatat kis modellrendszereken végzett egyszeri
stirtiségfunkcional szamitasokkal (QM) kezdtiik, és megmutattuk, hogy a bazis lehasadasa vagy
megel6zi a C2' deprotonalédast, vagy teljesen deprotonalddasi 1épés nélkiil zajlik. A szamitasok
alapjan kizarhatoéak voltak a korabban javasolt Michael-addicids és acilalasi mechanizmusok. Az
irodalomban javasolt szamos mechanizmus koziil végiil a glikdl mechanizmusra fékuszaltunk,
mert ezt kisérleti eredmények is alatdmasztottdk, a TruB és RluA PSU enzimek esetében:
kinetikus izotép-effektus méréseket végeztek a fiziol6gias szubsztrat jelenlétében és egy olyan
mechanizmust javasoltak mely szerint a ribéz glikozidos kotésének felszakaddsa és a C2' atom
sebesség-meghatdroz6 deprotondldédasa egy glikal intermedier kialakulasdhoz vezet?0. A glikal
intermedier plandris jellege miatt a cukor C1'-C2’ kozotti kettds kotése mindkét oldalrél
tdmadhat6: ennek szép illusztracidja, hogy TruB / 5-fluoro-uridin komplex
kristalyszerkezetekben a f6 ribo- termék mellett arabino-sztereokémiaju melléktermék is
megjelenik. A fiziol6gids U szubsztrat esetében azonban csak a ribo termék képz&dik, ami arra
utal, hogy a fluor-szubsztituens jelenléte alapvet6en megvaltoztathatja a reakciémechanizmust.

A kis modellrendszeren végzett QM szdmitdsok tehat a glikdl mechanizmust valdszinfisitették,
azonban a mechanizmus részleteinek felderitése csak a teljes rendszer figyelembevételével volt
valdszer(ivé és relevanssa tehetd. Ezért a vazolt reakciout mentén, klasszikus MD szimulaciokkal
generdlt kiindulasi modelleket felhaszndlva, QM/MM molekuladinamikai szimuldciokkal
kovettiik végig a reakciot, kiilonésen annak els§ mozzanataira fékuszdlva. Molekuladinamikai
szimuldcidékat fokozott mintavételi mddszerekkel és hibrid QM/MM potencidl alapu
modszerekkel mar 2000es évek eleje 6ta sikeresen alkalmaznak a DNS-t és RNS-t tartalmazo
komplex rendszerek tanulmdnyozdsdra, de egy olyan nagy rendszer modellezése, mint a teljes
H/ACA PSU, még ma is kihivast jelent. A QM régié a szubsztrat uridint, a szomszédos nukleotid
foszfatcsoportjaval, az D125 oldalladncat, egy vizmolekulat és az azt koordinal6 Y153 oldallancat
foglalta magadba. A QM, valamint a QM/MM metadinamika és eserny6-mintavételezési
szamitasokat Dr. Kiss Ddra Judit végezte, tovabbi szerzétarsaim és jdmagam a modell-alkotasban
és az eredmények kiértékelésében vettiink részt. A szimulaciék soran egy olyan mechanizmus
rajzolodott ki, melynek elsé - bazis-disszociaciés - 1épése egy olyan elrendezddéshez vezet,
amelyben a bazis a cukorrél val6 lehasadasaval egy id6ben el is fordul, méghozza gy, hogy a C5
atomja keriil a cukor C1’ atomjanak kozelébe. A visszakot6dés és a C1’-C5 kotés kialakulasa
ebbdl a sekély szabadenergia-minimumbdl kiindulva nagyon Kkis energiagaton valé atkelést
kovetel csak meg. A QM/MM metodolégiat alkalmazva is azt talaltuk, hogy mig a wt rendszer
esetében a kiindulasi komplexben az U fesziilt konformaciéban ékel6dott a diszkerin aktiv
zsebébe, a vizsgalt inaktiv mutans enzimek (diszkerinP1254, diszkerinP125N és diszkerinE206K)
egyikében sem volt ez megfigyelhetd, sem pedig a W-t tartalmazé termékallapotii komplexben. A
bazis-disszociacié a wt komplexben 14 kcal/mol-os gat mellett zajlik. Ezzel szemben a vizsgalt
mutaciok nagyon megnovelik ennek a 1épésnek a gat-magassagat, ami ezeknek a rendszereknek
esetében valészinlitlenné teszi a reakcidt, 6sszhangban kisérletileg megfigyelt inaktivitasukkal
(24. abra). Az eredmények arra utalnak, hogy az box H/ACA PSU enzim a szubsztratkotési
konformacié torzitasaval destabilizédlja a kiindulasi allapotot, igy konnyitve meg a C1'-N1 kotés
felhasadasat. A bazis visszakot6dését kovetd tautomerizaciéra vonatkozoan magas energiagattal
rendelkez6 reakcid-utakat talaltuk csak, amikor azt az aktiv helyen beliil modelleztiik. Ez a
térben korlatozott kotézsebnek tulajdonithato, ahol a vizmolekulakkal kialakitott és a bazis C5 és
N1 atomjai kozotti protonatvitelhez sziikséges proton-tovabbitasi lancolat nem tud kdnnyen
osszerendez6dni. Ennek a megfigyelésnek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy egy
nyitottabb, a viz szamara joval hozzaférhet6bb aktiv hely sziikséges e 1épés megkdnnyitéséhez.
Ezért a mechanizmus utolsé 1épéseit modellszamitasokkal vizsgaltuk a vizben szolvatalt QM
régiora. Azért valasztottuk ezt a megkozelitést, mert nem sikeriilt a QM/MM koérnyezetben
megbizhatéan modellezni egy olyan részben nyitott fehérje-konformaciét, ahol elegendd hely allt
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volna rendelkezésre a protonatvitelhez. A tautomerizacios folyamatra igy szamitott energiaprofil
tehat egy szélsGérték. A szabadenergia-szimulaciok feltartdk, hogy a C5-H viz A&ltali
deprotondl6dasa megel6zi az N1 protonalédasat. Az elsd 1épés tehat egy deprotonalt bazist és
egy labilis H30* speciest tartalmazé allapothoz vezethet. Az eserny6-mintavételezés 18,9
kcal/mol-s gatat josolt ehhez a 1épéshez. Ez a szintén nagyon magas érték a toltések mozgdsa
miatt drasztikusan megvaltozott elektrosztatikus kornyezettel hozhatd 6sszefliggésbe. Innen a
termékallapot - gyakorlatilag akadaly nélkiil - érhet6 el. A teljes reakcié a varakozasoknak
megfeleléen exergonikus, és a teljes szabad energia nyereség kozel 9 kcal/mol. Az eredmények
tehat alatdmasztottdk azt az elképzelésilinket, hogy a termékképzédést a komplex szerkezetének
fellazulasa - vagy felnyilasa - kiséri, ami tagasabb kotézsebet eredményez a katalitikus folyamat
utolsd 1épéseihez és el6késziti a termék kilépését az aktiv helyrdl (24. dbra).

a. — b. visszakotédés
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24. abra. a.) A mechanizmus els§ felének (bazis-disszociacio6, atfordulas és visszakotés) kritikus pontjai és b.) az
atalakulast leir6 energiaprofil (azonos séma szerint szinezve). ¢.) A teljes mechanizmus altalunk javasolt 1épései.

A pszeudouridindz ribonuleo-protein komplexszel kapcsolatos szamitasaink elsé felében
megmutattuk, hogy az diszkerin/Nop10 hatarfeliileten megjelen6 betegség-okozé mutacidk az
enzim aktiv helyén szerkezeti valtozdsokat indukdalnak, ezdltal csokkentik annak
pszeudouridilaciés hatékonysagat, amely a riboszoma tokéletlen Osszeszerel6dését és hibdas
miikddését vonhatja maga utdn. Szerkezeti elemzéstlink és reakcidmechanizmus-szamitdsaink
azt mutatjak, hogy az U — W atalakulas kulcslépése az izomerizdland6 uridin poziciondldsa az
enzimkomplexum zsufolt katalitikus zsebében, hogy a reakciot inicializdlé konformadcids
fesziiltség kialakulhasson. Ennek elérése érdekében a vezérld és a szubsztrat RNS kozott szoros
kot6dés kell, hogy kialakuljon, a szubsztrat felismerés azonban a kdzponti ~ 12 bazis-par
hossziisagu szakaszra korlatozédik. Igy, bar még sok a tisztazandé részlet, eredményeink a box
H/ACA PSU-k eddig kiaknazatlan terapias potencialjara is rairanyitjak a figyelmet.
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3.3 Onkogén mutdciok hatdsa a K-Ras szerkezetére és dinamikdjdra 59512

A Werner H. Kristenrdl elnevezett Kirsten Ras (K-Ras) az egyik leggyakrabban mutal6dé
onkoprotein: az emberi rakos megbetegedések ~15%-aban megjelend mutdcidi gyakran kisérik
vastagbél-, hasnyalmirigy- és tiid6rak kialakuldsat’l. Molekularis kapcsoloként miikddik, amely a
sejtnovekedéssel és a proliferaciéval kapcsolatos utvonalakat szabdalyozza. A K-Ras a membran
lokalizalt kis GTPazok Ras alcsalddjanak tagja, tobbek kozott a H-Ras és az N-Ras fehérjékkel
egyltt. A Ras-ok egyiittesen a rdkos megbetegedések kozel 20%-aért felel6sek. A Ras-ok
felépitése egységes; egy guanozin nukleotid-kotd katalitikus domént (vagy G-domént) és egy
rovid hipervariabilis régiét (HVR) tartalmaznak. A G-domén egy Rossmann-fold szerkezet, amely
tovabbi két jol elkiiloniil6 részre oszlik: az effektor és az alloszterikus régiokra. Az effektor régid
kommunikal a downstream partnerekkel, mig az alloszterikus régié a membran felé nyulik, és a
membranhoz kapcsolé6dé HVR szegmensben végzddik, amely a Ras fehérjét a membranhoz
horgonyozza prenildciét (vagy farnezilaciot, palmitoilacidt) kévet6en (25. abra). Az egyes Ras-
fehérjék kozti kiillonbségek leginkabb a HVR-ben talalhaték (a K-Ras4A, K-Ras4B, H-Ras és N-Ras
HVR szekvencia hasonldsaga ~8%, mig az effektor régiok teljesen azonosak).
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25. dbra. A K-Ras G-domén felépitése és tagozdédasa

Az effektor régidban talalhaté effektor- és nukleotidkotd helyek részben atfednek, a switch I-nek
(I. kapcsolénak) nevezett hurok ellentétes oldalain helyezkednek el. A nukleotid
koordinalasdban a foszfatkoté P-hurok és egy tovabbi kapcsold-hurok, a switch II, vesz még
részt, valamint az allosztérikus régié nukleobazis-koté hurkai. Igy a révid és meglehetdsen
merev P-hurkot leszdmitva az enzim katalitikus helyét elsésorban rugalmas szegmensek
alkotjak, amelyek - a nukleotiddal valé koézds asszociacidjuk révén - az egyes régiok kozotti
kapcsolatot is megteremtik. A P-hurok egy masik szempontbdl is igen jelentds: a K-Ras onkogén
mutdciéinak tébb mint 80%-a ennek a szegmensnek a G12 poziciéjaban fordul el8, ahol a harom
legfontosabb mutécié a G12C, a G12D és a G12V (az 6sszes betegségokozdé G12 mutacié 16%-a,
40%-a és 26%-a)s10.
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26. abra. A Ras katalizis szempontjabél jelentds allapotai. a.) A katalitikus ciklus. b.) Az onkogén mutacidok
megakadalyozzak a GAP kot6dését és igy az aktivalt dllapotba ,fagyasztjak” a katalitikus ciklust.

GEp

sizjjo.pny

nukleotid-csere

A Ras-fehérjék a receptor-tirozin-kinaz jelatviteli utvonalakhoz rendelt molekularis kapcsold
funkciéjukat GDP-kotott inaktiv és a GTP-kotott aktiv allapot kdzott valtakozva toltik be. A GTP-
kotott aktiv formaban szamos effektor molekulaval, koztiik a Raf, PI3K, Tiam1, RalGDS és PLCk-
kel lépnek koélcsonhatasba. Bar a Ras-fehérjék rendelkeznek mind belsé nukleotidcsere-
kapacitassal, mind pedig GTPaz-aktivitassal, egyik funkciéjukban sem hatékonyak, ezért a Ras-
ciklust guanin-nukleotidcsere-faktorok (GEF-ek) és GTPaz-aktivalé fehérjék (GAP-ok) segitik és
modulaljak. A GEF-fehérjék, mint példaul az SOS, elésegitik a GDP GTP-re torténd cseréjét, ami a
Ras aktivalédasat eredményezi. A GAP-ok a Ras-fehérjéket a GTP-hidrolizis sebességének
jelentds fokozasaval inaktivaljak (26. dbra). A Ras onkogén mutaciéi nem okoznak jelentds
szerkezeti valtozast, de gatoljak a GAP-okkal valé kolcsonhatast (26b. és 27. abrak), és gyakran
az o6nall6 (intrinzikus) GTP-hidrolizis hatékonysaganak csokkenését is okozzak,
meghosszabbitva az aktiv Ras forma élettartamat - azaz megakadalyozzak példaul a novekedési
jel kikapcsoldéddasat, ami igy proliferaciéhoz vezetsio,

A Ras-ok funkcié szempontjabol jelentds partnerei tehat fehérjék, kolcsonhatdsaikat - a
nagyszamu Ras kristalyszerkezet és NMR vizsgalat tantsaga szerint - leginkabb a kapcsol6- vagy
switch-hurkok alakitjak, bels6 szerkezetiik a katalizis soran nem valtozik lényegesen. Ez azt
jelenti, hogy a Ras fehérjék aktiv helyei val6jaban kiterjedt, sekély és fluktudld fehérje-fehérje
kélcsonhatasi (PPI: Protein-Protein Interaction) felszinek, melyek még az onkogén mutacidk
hatdsara sem valtoznak meg jol karakterizalhaté maédon: igy gyégyszertervezési szempontbol
igen nagy kihivast jelentenek a Ras célpontok. Ezért is nagyon fontos, hogy szerkezetiiket,
dinamikai sajatsagaikat, tranziensen megjelen6 atmeneti allapotaikat minél t6bb
megkozelitésben és valtozatos modszerekkel vizsgaljuk, mert csak igy lehet remény arra, hogy
olyan mutacié-szenzitiv viselkedést, vagy potencidlis kotGhelyeket fedeziink fel, melyek
specifikus és hatékony gyogyszermolekuldk tervezéséhez vezethetnek. Jelenleg a gyégyaszati
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H-Ras /GDP + AlF, (~GTP)

27. abra. A GAP (GTPaz-aktivalé fehérje) funkcidja. Az R789GAP oldallancot (sziirke ovalis) az Ras aktiv hely
kozvetlen kozelébe pozicionalva a GAP elektrosztatikus stabilizacidt szolgaltat a GTP hidroliziséhez. A szomszédos P-
hurok 12-es poziciéjadban megjelend (a wt glicinnél feltétleniil nagyobb térigény(i) oldallancok ezt a szoros Ras/GAP
illeszkedést gatoljak és igy lassitjak az inaktivalédast. Az abra lathaté modell az 1wq172 kristalyszerkezet alapjan
késziilt, ahol a GTP-t (hogy annak hidrolizisét elkeriiljék, de a helyigényét és elektrosztatikus potencidljat
reprodukaljak) a GDP-AIF3 parossal helyettesitették.

gyakorlatban csak olyan K-Ras gyégyszerek szerepelnek, melyek a G12C varians C12
aminosavahoz kapcsolddnak kovalensen (adagrasib?3 és sotorasib’4), ezekrdl azonban sajnos
kidertlt, hogy alkalmazasuk rezisztencia-mutaciék megjelenéséhez vezet, és igy nagyon hamar
elvesztik hatékonysagukat’s; alkalmazdsuk mas terdpidkkal kombinacioban (farnezilgatlok, vagy
a foszforilacidt szabalyzo6 enzimeket gatld szerek) lehet talan majd hatasos7s.

K-Ras-al kapcsolatos els6 vizsgalataink soran a GDP-kotott nyugalmi (vagy inaktiv) allapot és a
GTP-kotott aktivalt forma kozti kiilonbségek jobb megértésére fokuszaltunk, a wt és a
leggyakrabban el6forduldé G12C és G12D varidnsok esetében, amelyek kiilonbéz6képpen
befolyasoljak a belsé hidrolizis sebességét: mig a G12C csak mérsékelten, a G12D sulyosan
korldtozza a GTP hidrolizist. Igy ennek a hdrom rendszernek az osszevetése idedlis
keretrendszert szolgaltatott az inaktivadlédds mechanizmusanak vizsgalatdhoz és az azt
befolyasolo szerkezeti tényezdk azonositasahoz.

A Ras aktivacid/inaktivacié szerkezeti elemzése kozismerten nehéz. A rendelkezésre allg
nagyszamu rontgenszerkezet és az alapos NMR-vizsgalatok ellenére a switch régiékban
végbemend konformdacids atrendezédések értelmezését tobb tényezd is neheziti. Egyrészt a
kristalyszerkezetek nem nyujtanak ezekrdél a régidkrol egyértelmii képet, mivel a flexibilis switch
[ és switch Il szegmensek gyakran kristdlykontaktusok altal formaltak és a kristdlyon beliil
korlatozott mozgékonysaguak, vagy, ha nincsenek ilyen kontaktusok, egyszeriien hianyoznak az
elektronstirtiség-térképekrol (28. abra). A GTP-kotott aktiv formara vonatkozé adatgytijtést a
nukleotid hidrolizise bonyolitja. Ennek elkertilése érdekében a legtobb esetben GTP-analégokat
hasznalnak a kisérletek soran, de ezek masképp viselkednek, mint maga a GTP77. A Ras-GTP
komplexek NMR-alapu szerkezeti jellemzését a switch régiok flexibilitasabdl eredé kozepes
id6skalaju mozgasokhoz kothet6 NMR-jelkiszélesedés neheziti, amely pont a legérdekesebb
régidkhoz tartozoé jelek kiszélesedéséhez vagy elvesztéséhez vezethet. Igy tovabbra is nyitott
kérdés, hogy milyen konformacié-valtozasok hozzak létre az aktivalodast, az aktivalt allapot mely
jellemzdit ismerik fel a downstream partnerek és melyek az inaktivalas konformaciés
kritériumai.
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28. abra. Ras enzimek kristalyszerkezeteinek 6sszevetése. A switch régiok szerkezeti sokszintisége a GDP- illetve
GTP(analdg)-kotott allapotokban.

Mi NMR mérésekkel szerettiik volna a K-Ras varidnsok dinamikai sajatsagait tanulmanyozni és
ehhez a fiziol6gias GTP ligandumot terveztiik hasznalni (tovabbi fehérjepartnerek hozzaadasat is
elkeriilve) - az NMR méréseket Palfy Gyula (ELTE) végezte és értékelte ki. A mintadkhoz EDTA-t
adtunk, majd pufferoldattal higitottuk 6ket és ezutan adtunk GTP-t és Mg2+-t hozzajuk. Az
aktivalt Ras nukleotid-koté zsebe a GTP-re optimalt, ezért azt jelent6sen hatékonyabban is koti,
mint akidr a GDP-t, akdr a nem-hidrolizalhaté GTP-analégokat, igy az EDTA hozziadasaval
inicializalt nukleotid-destabilizaciét kovetéen GTP-t alkalmazva teljessé valhat a nukleotidcsere
és homogén minta all el6.

El6szor a K-Ras wt, G12C és G12D variansok GDP komplexének (stabil és korabban mar
meghatarozott és hozzarendelt) 1H,15N-HSQC spektrumat rogzitettiik (GDP-jelkészletet). A ~ 20-
szoros feleslegli GTP hozzaadasakor a GDP-jelkészlet mellett egy Uj mintazat (K-Ras/GTP: GTP-
jelkészlet) megjelenését detektaltuk. A mintdkat 3 napig inkubalva majd djra megmérve az
eredeti, GDP-jelkészlettel jellemezhetd, homogén allapotot kaptuk vissza, ami igazolta a K-Ras-
hoz koétott GTP GDP-vé torténd hidrolizisét a K-Ras 6nallé GTPaz aktivitasan keresztiil.

NMR-dinamikai méréseket is végeztiink; az ezekhez hasznalt mintadkhoz Mg?* mellett igen nagy
(~100-szoros) feleslegben adagoltunk GTP-t. Az ekkor mért 1H,’5N-HSQC spektrumok csak a
GTP-jelkészletet tartalmaztdk és 3-4 napig stabilak maradtak. Ezzel a médszerrel a nem-prolin
jelek ~80%-at azonositani tudtuk mindhdrom rendszer esetében, amely az eddigi legteljesebb
jellemzését szolgdltatta a GTP-kotott formanak. A K-RasG12¢/GTP esetében példaul, a P-hurok és
a switch [ eddig nem észlelt jeleit (G10, C12, G13, K16, 121, V29, Y32, T35, S39, Y40, R41) tudtuk
azonositani, bar néhdny esetben a rezonancia még mindig tal széles volt ahhoz, hogy az
oldallancok kémiai kornyezetér6l informdaciét nyerjiink. A K-Ras GTP-hez kotott formdajanak
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rezonancia-hozzarendelését tovabb bonyolitja, hogy azt val6jaban két forma - 1. és a 2. allapot
(state 1 és state 2)- konformacids egyensiilya képezi. A két forma kozotti 6 kiilonbség a switch [
régioban jelentkezik, amely az 1. allapotban levalik az aktiv centrumrdl, egy GTP-kotott, de
inaktiv konformert eredményezve. A kdzelmultban megmutattdk, hogy az 1. és a 2. allapot
relativ populacidja mutacié-érzékeny, példaul az onkogén G12D mutacié az egyensulyt az aktivalt
2. allapot felé tolja el74. A két allapot kozott zajlé lassu csere a mi 1H,15N-HSQC spektrumainkban
néhany alacsony intenzitasi azonositatlan csucs formajaban jelentkezett. A GTP-hez kotott
formakkal ellentétben a GDP-hez kotott allapotok 1H,15N-HSQC spektrumaban nem tapasztaltunk
sulyos vonalkiszélesedést, ami mindharom valtozat esetében lehet6vé tette a nem-prolin-
aminosavak 98-99%-anak jelhozzarendelését.

A spektrdlis slriliségfiiggvények analizise és hetNOE mérések eredményei alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a K-Ras fehérjék gyors mozgast végzé (ns-ps iddskala),
kiemelten flexibilis régiéi a switch II (60-65), 104-111 és 122-125 szegmensek mind a GDP-
mind a GTP-kotott forma esetén, és ezen a mintdzaton az onkogén mutaciok megjelenése sem
valtoztatott. Egy hatarozott eltérést taldltunk az inaktiv és az aktivalt komplexek kozt, ez pedig a
switch 1 kozepén taldlhaté Y32 aminosav mozgékonysagdban mutatkozott. A GDP-komplex
esetében az Y32 a kornyez6 aminosavaknal és az atlagndl is jelent6sen mozgékonyabb, mig a
GTP-kotott allapot esetében pont az ellenkezé tapasztalhato (29. abra).
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A Y32 oldallanc hatasanak tisztazasara létrehoztunk egy kett6s mutans rendszert, a G12C/Y32F
varianst és oOsszehasonlitottuk a kémiai eltolédasait (1H,!5N-HSQC spektrumok) a G12C
rendszerével, mind GDP-, mind GTP-kétott allapotban. A GDP-hez kotott forma esetében az Y32F
csere lokalis valtozasokat okozott csupan, a kémiai eltolédas értékek kevesebb, mint 20%-a
valtozott meg, mig a GTP-komplex esetében a jelek 50%-a mozdult el eredeti pozici6jabol és
ezekben a valtozasokban a switch I-t6l tavol es6, a K-Ras ellentétes oldalan lehelyezked6
aminosavak is érintettek voltak. Ez arra utal, hogy az Y32 hidroxil csoportja fontos szerepet tolt
be a GTP-kotott aktiv forma stabilizalasaban. Hasonlé kovetkeztetésre jutottak Buhrman és
munkatarsai a wt H-Ras esetében, ahol az Y32F mutdcié tobb mint 2-szeres csokkenést
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eredményezett a GTP hidrolizis sebességében - igy a katalitikusan kompetens forma
destabilizaciéjdhoz vezetett. Nem-hidrolizdlhat6 GTP analég (GppNHp) jelenlétében
kristalyositott komplexben az Y32F varians F32 oldallanca a switch I hurok belseje felé mutat, az
1. inaktiv allapotra vagy a GDP-kotott dllapotra emlékezteté konformacioban, mig a wt H-Ras
esetében az Y32 a switch I ellentétes oldaldn a GTP-anal6g termindlis y-foszfatja koézelébe
rendezddik”o.

Ve

kisérleti informacié all rendelkezésre, mert a GTP hidrolizise az aktivalt forma elemzését
ellehetetleniti. A H-Ras/GTP komplex kristalyszerkezetét egy huszonot évvel ezel6tt megjelent
elegdns tanulmdany irta le els6ként. A szerz6k egy csapdazott GTP-szarmazékot (R-1-(2-
nitrofenil)-etil-GTP-észter) hasznaltak, amelybdl besugarzassal szabaditottdk fel a GTP-t a
kristalyracson beliil. Ez a szerkezet azonban egy sajatos artefaktum miatt mégsem tisztazta a
fordul, de nem a sajat, hanem a kristaly-pakolédas altal a kozelébe helyezett szomszédos
monomer GTP molekuldjanak y-foszfatjdhoz koordinalddik, szoros H-hid kolcsonhatast alakitva
ki annak 01G atomjaval (2,7 A donor-akceptor atomtavolsag mellett)8o. A kozelmultban a K-Ras
GTP-hez kotott formajat is tanulmanyoztdk egy atfogd vizsgalatdban, mind wt, mind mutans
valtozatokat hasznalva, GTP illetve kiilénb6z6 nem-hidrolizalhaté GTP analégok felhasznalasaval.
Ezekben a kisérletekben a GTP-t (vagy analdgjat) a GDP-kotott K-Ras elére kialakitott
kristdlyaiba diffundaltattdk be. Ez a megkozelités azonban nem garantdlja a teljes
nukleotidcserét. Ennek megfelel6en a szerkezetek inkdbb a GDP-hez kotott formabdl a GTP-hez
kotott formaba vald dtmenetet tiikrozik, mintsem a végs6 stabilizalt aktivalt dllapotot. A switch I
és a switch Il is destabilizalédott és nagyon rosszul latszodott elektronstiriiségi térképeken. Az
Y32 konformdcidja a nukleotidcsere hatdsara nem valtozott, azonban (relativ) B-faktorainak
kozel 2-szeres novekedése azt jelzi, hogy a nukleotidkotd helytdl tavoli pozicidja - mar akar
részleges nukleotidcsere mellett is - destabilizal6diks!l. A GTP-kotott dllapotra vonatkozo Osszes
kisérleti iton meghatdrozott szerkezetet attekintve az Y32-t harom kiilonb6z6 pozicidoban
talaljuk: i) a switch I hurokban marad rogzitve, els6sorban a Y40-el kolcsonhatasban (GDP-
komplex-szeri allapot), ii) err6l a helyr6l a GTP y-foszfatjanak koézelébe fordul, de az oldészer
felé mutat, vagy iii) hidroxilcsoportja kozvetlen H-kotést képez a y-foszfat egyik oxigénjével.

A kérdés tisztazdsa végett, a K-Raswt, K-RasGl2¢ és K-RasG12D GDP- és GTP-kotott formak
kozvetleniil 6sszehasonlithatd modelljeinek létrehozdsdhoz MD szimuldcidékat végeztiink,
kristalyszerkezetekbdl kiindulva. A GTP-kotott allapot modellezéséhez egy olyan szerkezetet
valasztottuk, ahol az Y32 kozel van a GTP-hez ugyan, de nem kozvetlentl a y-foszfathoz
koordinalt (GTPO16-Y320H tavolsag 4,3 A). A szamitott és mért mozgékonysagok j6 egyezést
mutattak a hdrom vizsgalt varians esetében (29. abra). Az S2-értékek és a C', Ca és C kémiai
eltolédasok osszevetését az NMR modszerekkel legrészletesebben vizsgalt K-RasG12C esetében
végeztik el, hasonléan megnyugtaté eredménnyel (30. dbra).

44



dnenyhard 394 25

K-Ras¢12¢ / GDP K-Ras612¢ / GTP
£ 70 - - & £ 70|
a. g 2 0] 2,8 v By a . 5
LB - o2 Fg 09, 2 [Sp ] .
S Y e O < PV gty
~ ﬁs ° 3% - ~ B awg Y
O 50| 5 O 5o * .
x &2 e ° ®» s N = a* - L L] L
40| 40{
20 40 60 80 100 120 140 160 20 40 60 80 100 120 140 160
Residues Residues
80, 3 80, =
R s .
b. gso %8 Ty °d~o°° g_so . e e L
a a
~ 40/® 3, ’Mqﬁg‘ %o © @ o8y ~ 4o/® v.. % -o‘ 'Q-“'
5 o w.o.,. % s 5 om ¥ 0Ty DO O L
X 20 os o0 o @ x 20 . . “w =g
o o
20 40 60 80 100 120 140 160 20 40 60 80 100 120 140 160
Residues Residues
185, 185
{ .
C. 5 180 o 8 g 180, °y %s-‘g o
[ o® f aQ L]
~ 17 ~ 17 L 24
2 wwﬂm % gt SvwEy e vl o
O Q 1 .- 8
sl wesbo.
20 40 60 80 100 120 140 160 20 40 60 80 100 120 140 160
Residues Residues
1.0
1.0 0 0
» . )
d. W«a»&ﬁw ‘W M’ rok B L
M R
b os o U o5 2 . _
@ o
°
0.0 0.0
20 40 60 80 100 120 140 160 20 40 60 80 100 120 140 160
Residues Residues
10 1.0
e- 0.54 0.5
o o o o * -
Qoo & 1 2 004 &
Niane e e raa s ALY e 7
054 {4 © 05
L [ P PO SR
20 40 60 80 100 120 140 160 20 40 60 80 100 120 140 160
Residues Residues

29. abra. A Kisérleti és a szamitott (az MD egyenstilyi sokasagbdl, illetve a CONSEnsX+ szerver alkalmazasaval szamitva)
kémiai eltolédasok a.) Ca, b.) CB és (C) c.) C') és d.) S2 értékek 6sszehasonlitasa, valamint a szamitott (MD-eredmény) és a kisérleti
S2 értékek (AS?) kozotti kiilonbség a K-Rast12¢ GDP-kotott (balra) és GTP-kotott (jobbra) formajara. A kisérleti értékeket ciankékkel és
kékkel abrazoltuk (GDP-, illetve GTP-kotott formdk), mig a szamitott formakhoz tartozé értékeket minden dbran iires rombuszok

jelzik.

Az MD szimuldciékbol szarmaztatott atomi mozgastényezék (B-faktorok) és az egyensulyi
szakasz Kklaszterezése uUtjdan meghatdrozott tipikus konformacidk jo egyezést mutattak a
kiilonbo6zé Ras kristdlyszerkezetekkel is (31. dbra), igy a szamitott szerkezeti sokasagokat
elfogadtuk a vizsgalt rendszerek valészert modelljeként.
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. P-loop Switch-I ~ Switch-II GDP-kom p lex GTP-kom p lex
4obe
4lpk
7 5w22
-+-5vq8
6 -+-4i8g
—-4ldj
1 -e-5us4
5 ~WT-GDP_MD
G12C-GDP_MD
+G12D-GDP_MD

1 21 41 61 81 101 121 141 161

6 3Kk8y
5b2z
5p21
-+-5b30
5uk9_B
5vq2
*-5vq6
-o-5usj
--5vpi
-e-5vpy
--5vpz
-+WT-GTP_MD
-+-G12C-GTP_MD
-+-G12D-GTP_MD

(normalt) B-faktor

1 21 41 61 81 101 121 141 161
szekvencia

31. abra. Kristalyszerkezetek osszevetése az MD szimulaciobol szarmazo szerkezetekkel. a.) A szamitott és kisérleti B-faktorok
Osszehasonlitasa, illetve b.) a szerkezetek Osszevetése (balra: GDP-, jobbra: GTP-kotott forma; a kiindulasi kristalyszerkezeteket
(4obe, 3k8y) sziirkével jeloltem) - az abra az egyensulyi trajektéria > 90%-at leiré klaszterek kozépszerkezeteit mutatja (a
Kklaszterezés a félanc konformacié szerint tortént). Az 6sszevethetdség végett min a kisérleti, mind a szamitott adatsorokat skalaztuk
az atlagértékek alapjan. Az jobb oldali 4brdkon explicit médon megjelenitett részletek: GDP/GTP, Mg?*-ion, G12/C12/D12,Y32, Q61.

Az NMR mérések soran tapasztaltakhoz hasonléan, a mutaciék sem a GDP-, sem a GTP-kotott
allapotokban nem okoztak jelent6s valtozast a kozponti régidjaban és feltekeredésében a
szamitott sokasagokban sem. A switch régiok nagyfoku flexibilitdsa a szimulaciokban is
tiikr6z6dott. A nukleotidcsere hatasara jobban meghatarozott szerkezetek alltak el6: mind a
teljes rendszer, mind pedig switch I régié lokdlis konformdacids heterogenitdsa jelentésen
csokken a GTP-komplexekben (31. abra).

Mindharom GDP-komplexben az Y32 a switch I belseje felé mutat és kozvetleniil, vagy egy
vizmolekuldn keresztiil, a D38 vagy Y40 oldallancokkal alakit ki H-hid kélcsonhatast. Ez a
harmas, alternalé kolcsonhatas, anélkiil, hogy az oldallancok flexibilitasat jelent6sen korlatozna,
mint egy ajtdszarny, elzarja az utat az enzim belsejében talalhatd zseb felé, amely a downstream
partnerek (effektorok) pozitiv t6ltési oldallancait képes felismerni és megkotni (32. abra).
Ebben az elrendez6désben az Y32 amid-hidrogén atomja kozel keriil a GDP a-
foszfatcsoportjanak negativ toltésii oxigén atomjaihoz, és ahogy a switch I fluktudl, az Y32NH-
GDP014/024 tivolsagok egy széles tartomanyon 4t mozognak (3-7 A kozott). Ez a valtozas, kisebb
fluktuacidk mellett is, elektrosztatikusan egészen eltéré kornyezeteket eredményez, mig a
szegmens tobbi aminosavai, melyek inkabb az olddszerbe nyulnak, a konformaciévaltozasok
sordn sem Kkeriilnek nagyon eltérd kémiai kornyezetbe. Ez lehet az oka annak, hogy a switch I
régio flexibilitdsa (gyors idéskalaja mozgasa) az Y32-nél volt detektdlhaté: HetNOE mérések
eredményei egyértelmiien arra utaltak, hogy az Y32 f6lanc amid csoportja szdmos kémiai
koérnyezetet mintavételez, sokkal inkabb, mint a kdrnyezetében talalhat6 t6bbi aminosav.
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32. abra. A switch I régié szamitott szerkezete és mozgékonysaga a wt rendszer esetében. a.) A K-Ras*t/GDP és b.) K-
Ras*t/GTP komplexek. Az abrak az egyensiilyi trajektéria > 90%-at leiré klaszterek kozépszerkezeteit mutatjak (a klaszterezés a 10-
48 szakasz (kiterjesztett switch I) f6lanc konformdcidja szerint tortént). A GDP-komplex esetén 42, mig a GTP-komplex esetében 5
Klaszter reprezentdlja a szerkezetek >90%-at, azaz az GDP-kotott allapot joval nagyobb konformacids heterogenitast mutat.

A GTP-komplexek esetében az Y32 az effektor-két6helyen beliili poziciéjabdl az switch |
ellentétes oldalara fordul, és kozvetleniil a GTP y-foszfat-csoportjanak 01G atomjdhoz kotédik
(az Y320H - GTPO16 tavolsagok 2,6%0,14, 2,6+0,1A és 2,7+0.4A a K-Rasvt, K-Ras612C és K-Ras612D
GTP-komplexek esetében) (32. &bra). Ez is 0Osszhangban volt az NMR méréseinkben
tapasztaltakkal: a HetNOE és J(wn) értékek altal jelzett jelentés Y32 flexibilitas-vesztéssel. Ez az
Uj kolcsonhatds a kornyezd aminosavak atrendez6dését is eredményezi, a negativ toltést hordozo
D30, E31 és D33 oldallancok az effektorkété zseb belseje felé, a hidroféb V29, 136 a zseb
belsejébdl az olddszer felé fordulnak. A GTP-komplexekben tehat az Y32 tavollétében megnyild
partner-kot6 zseb bejarata tagasabba valik, és negativ toltésii csoportok olelik koriil (33. abra),
ami a RAS-hoz pozitiv toltésli aminosavakon keresztiil dokkold effektor fehérjék kotddését
el6segitheti.

33. abra. A switch I régio felszinének és elektrosztatikus potencialjanak alakulasa az a.) K-Ras%t/GDP és a b.) K-Ras*t/GTP
komplexek esetében. Piros szinnel a negativ t6ltésii, kékkel a pozitiv toltésii régiokat jeloltem.

Az Y32 és a GTPO1G szoros kdlcsonhatdsa egy tovabbi jelentés valtozast is okoz a K-Raswt/GTP
komplex esetében: a katalizishez szilikséges vizmolekuldk hatékony csapddzddasahoz is
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hozzajarul, azaltal, hogy egy olddszertdl szeparalt viz-koté zsebet a ,kertel el” a y-foszfat
kozelében (34. adbra). Az A&ltaldnosan elfogadott katalitikus mechanizmus szerint a GTP
hidrolizisét két viz segiti: egy nukleofilként szolgalé vizmolekula (katalitikus viz) és egy proton-
akceptor, amely bazisként funkciondl8z-84. A katalitikus viz a GTP y-foszfat foszfor-atomjat
tdmadja meg, amit egy protoncsere 1épés kovet; a P-O kotés kialakulasakor felszabadul6 proton
az akceptor-viz (amelyet a Q61 aktival) kozvetitésével a kétszeresen protonalt H,PO4 tavozé-
csoporthoz keriil. A vizeket koordindlé kis zseben beliil az egyik viz-kot6hely (amely minddrom
szimulacié teljes (egyensulyi) id6tartama alatt betoltott) a Kkatalitikus vizet a GTP v-
foszforatomjatél 3,3+0,1 A tavolsagra poziciondlja. Ez a viz els6sorban a switch 11 G60 és Q61
aminosavak gerinc amid-csoportjaival alakit ki H-hid kélcsonhatast. A masodik vizmolekula az
els6t6l 2,8+0,1 A tavolsagban, a y-foszfat 01G oxigénje, a Q6191 atomja és a Y32 hidroxil-
csoportja kozott rogziil, H-kotést képezve ezekkel a centrumokkal a szerkezetek 100% (y-foszfat
01G), 68,6% (Q619E1), illetve 97,4%-4aban (Y32 hidroxil). Igy ez a masodik viz idedlis helyzetben
van ahhoz, hogy a katalitikus vizt6l egy protont vegyen at és tovabbitsa azt a levald y-foszfatnak.

A mutdnsok esetében a helyzet kissé eltéré. A 12. pozicioban megjelené barmilyen oldallanc
kiszoritja a Q61 oldallancot eredeti poziciéjabél, amely igy ~1 A-rel eltolédik (a GTPPG-Q61¢p1
tavolsag K-Ras¢12¢/GTP és K-Ras¢120/GTP komplexekben 6,5+0,6A-r6l 7,3+0,7 A-ra né), ami a
switch I 61-67-es szegmensének atrendezédését valtja ki, megnyitva az aktiv hely zsebét az
olddszer felé. Mindkét katalitikus vizpozicié betdltott marad a K-Ras612¢/GTP és K-RasG12D/GTP
komplexekben is, azonban folyamatos cserében. A K-Raswt/GTP rendszer esetében a két
vizmolekula az egyensulyi szakasz tobb mint 80%-at az aktiv hely zsebében t6lti, ami ezen vizek
esetében a fehérje-atomokéhoz hasonlé B-faktorokat eredményez - azaz ezek a vizek a szerkezet
részévé valnak. A K-RasG12¢/GTP esetében viszont egy adott vizmolekula 4altal a zsebben toltott
leghosszabb id6hanyad 65,6%, mig a K-Ras612D/GTP esetében 43,9%. A két mutans viselkedése
kozott megfigyelheté kiilonbség val6szinlileg annak koészonhet6, hogy a K-Ras612¢/GTP C12
oldallanca a szerkezetek kozel harmadaban (32,6%) H-kotést létesit a katalitikus vizzel, ami

34. abra. A GTP kozelében csapdazoddott vizmolekulak. Az MD szimulaciok sordn a GTP y-foszfatja mellett
kialakuld viz-kot6 zsebek és a csapdazott vizmolekuldk elhelyezkedése a.) a K-Rasvt, b.) a K-Ras612¢ és c.) a K-
Ras612D rendszerek esetében.

tovabbi stabilizaciot biztosit szdmara a zsebben. A K-Ras¢120/GTP komplex D12 oldallanca az
oldészerbe nyulik (a szerkezetek 59,6%-4aban a karboxilat résznek nincs egyetlen fehérje-
kontaktusa sem) igy nem nyujt asszisztencidt a katalitikus vizek csapdazasdhoz (34. dbra).
Ezeket az eredményeket 0sszevetve a harom forma 6ndll6 hidrolizisének sebességével (6,8-10-*
s1, 50104 st és 19104 s! a K-Raswt, K-RasGl2¢ ¢s K-RasG12D esetében)s8s, arra
kovetkeztethetiink, hogy a Q61 aktiv centrumtdl vald eltdvoloddsa és a katalizisben résztvevd
vizmolekuldk destabilizalédasa lehet az oka a katalitikus hatékonysag csokkenésének.
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Az aktivalt allapothoz alkotott modellliink aldtdmasztasara QM/MM szamitasokat végeztiink. A
GTP-hidrolizist kovettiik végig - els6ként vizsgdlva az aktiv hely kozelébe horgonyzott Y32
jelentdségét és hatdsdt. A wt H-Ras és a K-Ras enzimek kisérletileg meghatarozott belsd
hidrolizis sebessége 2,1-104 s és 6,8:10*4 s kozott valtozik, ami kortlbeldl 22 kcal/mol
aktivalasi energidnak felel meg. A K-Rasvt aktiv helyének MD szimuldciébdl szarmaztatott
elrendezését hasznalva a GTP y-foszfat foszforatomjahoz kozelitettiik a katalitikus vizmolekulat,
egyszeri(i tavolsag-pasztazast alkalmazva: a GTPPG(-foszfét)- viz,, OW tavolsagot 3.4 — 1.4 A kozott
léptetve. Az aktivaciés energia ebben a modellben 21,4 kcal/mol -nak adédott, 2,06 A
tavolsagnal, ami egyben a PG-03B kotés (a y-foszfatot a GDP térzshéz rogzité kotés) 1,98 A-ra
val6 meghosszabboddsat is eredményezi. A viz tovabbi el6retérése harmas proton-atadast
eredményezett, ami a H;PO; tavozo-csoport és a GDP kilonvalasa altal kialakitott
termékallapothoz vezetett. Az Y32 a proton-transzfer 1épésben vesz részt: a katalitikus viz

- 15

(=13
(=)
relativ energia (kcal/mol)

: : : -10
3,3 2,8 2,3 1,8 1,3
Vizy, GTP, o004 tavolsag(A)

35. abra. A GTP hidrolizis QM/MM vizsgalata K-Ras"t/GTP esetében. a.) Kiindulasi konformacié melyet az MD
szimulaci6 legnagyobb betodltottségii f6lanc klaszter-osztalyanak kozép-szerkezetébdl épitettiik. Minden olyan vizet
megtartottunk, amely barmely fehérjeatom 12 A-s kérnyezetén beliilre esik. A kvantum régiét a teljes GTP, az Mg2+ ion,
4 vizmolekula (katalitikus és akceptor vizek, valamint az Mg2* ion altal koordinalt 2 viz) és a K16, S17, Y32, T35, Q61
és K117 aminosavak oldallancai alkottdk. Az MM régiét két részre osztottuk: a 11-40, 55-76 és 117 szegmensek,
valamint a GTP és az Mg2+ ion 4ltal alkotott centrum 6 A-s kérnyezetén beliili 6sszes viz szabadon mozogtak az
optimalizdlds soran, mig a rendszer tobbi része kiinduldsi pozici6jahoz volt rogzitve. b.) A katalitikus atalakulas
jelentGs koztes allapotai, melyeket a grafikonon ki is emeltiink. A hidrolizisreakcidot igy modelleztiik, hogy a katalitikus
viz és a GTP y-foszfat csoportj foszfor atomjanak tavolsagat (OW-GTPPG) 3,4 A és 1,4 A kozott 0,1 A 1épésekben
valtoztattuk (a lépéskozt 0,02 A-ra csokkentettiik a TS-szer(i szerkezet +1 A kérnyezetén beliil). ¢.) A tavolsag-
pasztazast tobbszor is megismételtiik mindkét reakci6-irdnyban és ezekbdl szelektaltunk egy minimum energidju
utvonalat a kiinduldsi és termékallapotok kozt. A szamitasokat B3LYP/LACV3P* szinten, OPLS3-alapu
molekulamechanikaval kombindlva végeztiik.
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protonja atkeriil az akceptor vizhez, amely viszont protonalja a Y32-t, kivaltva a y-foszfat Y32-
altali protonalasat- egyetlen lépésben. QM/MM szamitasaink tehat azt mutattdk, hogy az Y32
kozvetlen kotédése a GTP y-foszfathoz egy olyan elrendez6dést eredményez, amely az enzim
GTPaz funkcidjaval Osszehangban 4ll: a feltételezett mechanizmus szerinti, energetikai
szempontbol is racionalis katalizis jatszodik le (35. abra).

Az Y32 katalizist tAmogatd szerepének vizsgalatdhoz egy elméleti (in-silico) mutanst hoztunk
létre, az Y32-OH csoportjat egy hidrogénatomra cserélve, Ggy, hogy a rendszer tobbi részét
valtozatlanul hagytuk. Ez a ,nagyon lokalis”, pusztdn szdmitdsi mutacié nem okozott jelentds
valtozast a reakciéprofilban (22,1 kcal/mol aktivalasi gat adédott ebben az esetben), de kevésbé
stabil termékallapotot eredményezett - demonstralva, hogy a hidrolizis az Y32 tavollétében is
lehetséges. Az is vilagossdg valt, hogy bar az Y32 hidroxil-csoportja nagyon hasonléan
helyezkedik el, mint a GAP Arg-ujja, amely elektrosztatikus tAmogatast nyujt a katalizishez és
jelent6sen felgyorsitja a reakciot, a Y32 esetében ez nem igy van; a Y32-GTP kapcsolat
jelentdsége abban rejlik, hogy olyan helyi kdrnyezetet hoz létre, amely megkoti és aktivalja a
katalitikus és asszisztalo vizeket, és elGsegiti a termékképzodést.

Munkdnk eredményeképp tehat vildgosabb képet kaptunk a Ras aktivacié folyamatanak
szerkezeti vonatkozdasair6l és azokr6l a fontos konformdaciés atrendezddésekrdl, melyek
el6készitik az effektor-kotést és jeltovabbitadst. Az onkogén mutacidkat hordozé allapotok
csokkent katalitikus hatékonysagara is talaltunk magyarazatot, de azt is megallapitottuk, hogy -
mint azt a kisérleti eredmények is b6ségesen alatdmasztjak — a mutaciok nem okoznak jelent6s,
jol megcélozhaté valtozasokat a GDP- és GTP-kotott allapotok topoldgidjaban. Ezért a kovetkezd
kutatdsainkban ezeknek az allapotoknak a dinamikai sajatsagaira fokuszaltunk.

A fehérjék funkcionalisan relevans belsé dinamikajat gyakran lassi mozgasok uraljak, amelyek
hozzajarulnak a tranziensen megjelend kot6helyek és kommunikacios haldzatok kialakulasahoz,
valamint a kot régiok képlékenységéhez. Kordabbi munkdkban a lassd id6skaldn torténd
mozgasokat nem vizsgdltuk NMR méréseink sordn, ezért most ezekre fokuszaltunk és
kibGvitettiik a tanulmanyozott rendszerek korét is: a kordbban mar vizsgalt wt, G12C és G12D
varidnsok mellet a G12V rendszert is vizsgaltuk. Az alkalmazott Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMQG) relaxacids diszperzids és CEST (15N chemical shift exchange saturation transfer) NMR-
moddszerek biomolekuldk ms id6skalaju konformaciévaltasi folyamatainak és az alacsony
betoltottségl, kozvetleniil nem detektalhatd gerjesztett dllapotainak jellemzését teszik lehetévé,
amelyek a legtobb biofizikai mddszer szamara lathatatlanok.

A GDP-kotott allapotok vizsgalatakor azt taldltuk, hogy a lassi mozgasok intenzivebbek a K-
Raswt és K-Ras612D rendszerek esetén, mint a K-RasG12¢ és K-Ras612V variansokban. A mozgast két
allapotot feltételezve lehetett jol modellezni, amelyek koziil az egyik betoltottsége igen alacsony
(1.5-2.8% kozo6tt mozog), erre az allapotra a minor formaként fogok referdlni. A két allapot kozti
kicserél6dés a K-RasGl2D varidans esetében a leggyorsabb és a K-RasG12C forma esetében a
leglassabb, az atrendez6dések a P-hurok, a switch I és switch Il egyes szegmenseit érintik, de
nem ugyanazokat az aminosavakat minden rendszer esetén. Az NMR méréseink eredményei
szerint tehat a K-Ras rendszerek lasstu dinamikaja mutacid-szenzitiv.

Az alapallapot és a minor forma kézti atalakulas soran érintett molekularészletek a nukleotid és
a Mg?+-ion koordinalasdban vesznek részt. Hogy azonositani tudjuk, hogy ezek kéziil melyek
jarulhatnak inkdbb hozza a Kkétallapotd egyensily kialakulasahoz, EDTA hozzaadasaval
eldallitottuk a K-RasG12¢ Mg2+-mentes allapotat (tomegspektrometrias mérésekkel igazolva, hogy
a GDP tovabbra is része a komplexnek, de az ion mar nincs jelen) és meghataroztuk ennek a

rendszernek a kémiai eltolédasait. Az alapallapoti K-RasGl2¢/GDP/Mg?+ eltolodasaival
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Osszevetve ezeket megallapitottuk, hogy a Mg2+-vesztés a P-hurok G13-as aminosavanak kémiai
kornyezetén tuil leginkabb a 32 és 33-szalakat, valamint a switch I és 1] egyes régidit érinti.

A K-Ras612¢/GDP/Mg?+ allapotahoz tartoz6 minor forma és a Mg2+-mentes allapot kiillonboz8sége
az alapallapottdl annyira hasonlé mintazatot mutatott, hogy arra gondoltunk, hogy ennek a két
allapotnak a konformaciéja is hasonld lehet. A Mg?+ tavollétében kialakulé szerkezetek
modellezéséhez a négy varidns Mg?2+-kotott és Mg2+-mentes formait MD-szimulaci6javal
vizsgaltuk. A két allapothoz tartozd egyensulyi sokasdgokat Osszevetve arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a Mg?+ elvesztése minden varidns esetében a 32 és [33-szalak megrovidiilését, és
a switch-I régié részleges felszabaduldsat eredményezi. Mivel a switch I a nukleotid-ko6t6 zseb
kiilsé falat képezi, a tapasztalt dtalakulasok az alapallapot és a GEF-hez kotott nukleotid- és ion-
mentes allapot kozti atmenetként jellemezhetdk (36. dbra): a GEF ugyanis ugy katalizdlja a
nukleotidcserét, hogy egy hélixet beékelve a switch [ és az enzim-torzs kozé, levalasztja azt a G-
doménrdl és ekozben kiszoritja a GDP-t a nukleotid-kotéhelyrdl. Megfigyeltiik azt is, hogy a
Mg2+-vesztést kisérd szerkezeti atalakuldsok valéban azokat a régidkat érintik, amelyek a GDP-
(és Mgz+)-kotott dllapot minor formadjat az alapdallapottél megkiilonboztetik. Ezek az eredmények
tehat arra utaltak, hogy a Mg2+-kotd centrum fellazuldsa vezethet a minor forma kialakulasahoz.

a. b.

switch-1

 @WT Mg -kotott
WT Mg**-mentes

@®G12CMg*-kotott
G12C Mg**-mentes

switch |
switch 1l

alloszterikusrégio

tavolsig / A

G12VMg*-kotott

| @®G12D Mg*-kotort G12V Mg*"-mentes

| ‘1 e o @ G12D Mg**-mentes

36. abra. Kiilonboz6 K-Ras variansok Mg2+-kotott és Mgz+-mentes allapotainak MD analizise. a.) Az egyensulyi
szakaszhoz tartozé konformdécidk atlagos eltérése a Mg2+-kotott és Mg2+-mentes allapotban (a félanc N-atomoknal
mérve) jelzi, hogy az ion elvesztése leginkdbb a switch szegmensek és az azokkal atellenes oldalon taldlhaté
alloszterikus régidk elrendezédésében okoz valtozast. b.) Az egyes allapotokhoz tartozé szerkezeti sokasagok. Az
abrak az egyensulyi trajektdria > 90%-at leird klaszterek kozépszerkezeteit mutatjak.

Elképzelésiink szerint tehat GDP-kotott allapothoz tartozé minor forma a Mg?+ eleresztéséhez
késziti el6 a rendszert, ami aztan nukleotid-kotéhely destabilizaciéjan Kkeresztil a
nukleotidcserét, illetve a GEF két6dését konnyitheti meg (37. dbra). Igy tehat a katalitikus ciklus
kovetkez6 1épéséhez tartoz6 atalakulasok ,kédolva” vannak a GDP-kotott allapot dinamikai
sajatsagaiban.
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37. abra. Mg?+-vesztés és a GEF-kotddés hatasanak osszevetése. a.) Az MD szimulaciokbol szarmaztatott GDP-
kotott (alapallapottl) forma (fekete), a Mg2+-mentes allapot (vilagos sziirke) és a GEF-kotott, nukleotid és ion-mentes
rendszer kristalyszerkezetének (PDB:1xd2 (csak a H-Ras molekulat dbrazolva), piros) 0sszevetése. 4l lathaté a B2 és
B3 béta szalak megrovidiilése és a switch I fokozatos elvalasa az enzim-torzstdl. b.) Ugyanez egy masik nézetbdl. A GEF
felszinét narancssargaval mutatva.

A mutici6-szenzitivitds az MD szimulaciok soran is tikr6z6dott; a Mg?+-mentes formak
topoldgiai hasonlosag mellett karakterisztikus lokalis eltéréseket is mutattak, melyek a felszinen
talalhato, kismolekuldk szamara is megkdzelithetd zsebek méretében és helyzetében is okoztak
valtozasokat (39. abra) - igazolva azt az elképzelésiinket, hogy a tranziensen megjelen6 formak
szelektivebb gydgyszertervezési célpontként szolgalhatnak, mint akdr a GDP- akar a GTP-kotott
alapallapot.

wt MgZ*-mentes
G12C Mg?*-mentes 2
@ G12D Mg?*-mentes /

G12V Mg2+-mentes

w'.‘%l

NN

38. abra. Kismolekulas kotéhelyek a Mg2+-mentes K-Ras variansok felszinén. A kot6helyeket az FTMap Server-el
szamitottukse,

A GTP-kotott dllapotok lassu dinamikajanak analizisét megnehezitette a stlyos jelkiszélesedés.
Itt is egy kétallapotu egyensuly jelenlétére engedtek az eredmények kovetkeztetni. Az alapallapot
és a gerjesztett (vagy minor) forma kozti kicserél6édés a K-RasG12¢ varidns esetében a
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leggyorsabb, majd a K-Raswt és K-Ras612P rendszereket kovetve, K-RasG12V esetében a leglassabb.
A minor forma betdltottsége itt 4.5-8.4% ko6zott mozog. A legnagyobb kémiai eltolédas valtozast
a K-Ras612¢ rendszernél tapasztaltuk. Az alapallapotbél a minor formaba valé atalakulas a switch
[ teljes hossza mentén érint egyes aminosavakat, valamint az enzim Aatellenes oldaldn
elhelyezked6 o3 és P5 kornyezetében. Ez utébbiak a membrankotés és dimerizacio
folyamataiban vesznek részt és alloszterikus 6sszekottetésben allnak a katalitikus hellyel. Mivel
az eredményeink szerint a minor formdba valé atalakulds tulnyomoérészt a switch 1
atrendezddésével jar, feltételezhetd, hogy ez az allapot azonos a kordbban mar megfigyelt és
jellemzett, GTP-kotott de inaktiv 1. dllapottal. A switch I ebben az esetben is az enzim-torzstél
elszakadva helyezkedik el, tehat erre az allapotra gy is tekinthetiink, mint a nukleotidcsere egy
kozbens6 allomasara. A GEF altal leszoritott switch I, a GEF tavozasa és a GTP megkotddése utan
formabdl az alapallapotba valé atrendezdédéssel. Tehat a GTP-kotott forma lassti dinamikaja
szintén egy katalitikusan relevans tranziens allapotot mintavételez.

Eredményeink arra utaltak tehat, hogy a tranziens 4llapotok jobb megismerése
gyogyszertervezési és fehérjetudomanyi szempontbdl is érdekes lehet. A Mg2*-mentes allapot,
mind dnmagaban, mind pedig mint a minor formak modellje kiilénds fontossaggal bir. NMR
mérésekkel szerettiik volna kiegésziteni a MD szimulacidkkal modellezett térszerkezetet a K-
Raswt, K-Ras612C, K-Ras612D és K-RasG12V Mgz+-mentes allapotai esetében. A mérések kiértékelését
megnehezitette — ellehetetlenitette - hogy pont a legérdekesebb switch régidkra vonatkozé
adatkészletek igen hidnyosak a nagyfoku flexibilitdis miatt. A NOE kényszerfeltételek
meghatarozasan fliggd hagyomanyos szerkezetmeghatarozasi eljards nem volt tehat
alkalmazhato, ezért kidolgoztunk egy olyan szamitdsi protokollt, amely pusztan a kémiai
eltolddas értékekbdl - egy a mérési eredmények alapjan mdédositott er6tér alkalmazasaval - MD
szimuldacidk segitségével allit el6 az NMR eredményekkel dsszhangban 1év6 szerkezeti sokasagot.
Az eljarast a K-RasG12C Mg2+-mentes allapot szerkezet-meghatarozasan keresztiil mutattuk be, a
tovabbi variasok szerkezet-analizise jelenleg is folyamatban van. Ebben a munkaban az NMR
méréseket Gadanecz Marton végezte és értékelte ki, a szamitasi protokoll kidolgozasahoz pedig
Fazekas Zsolt nyujtott szakérto segitséget.

A Ras szerkezetének és kolcsonhatdsainak jobb megértése lehetévé tette azt is, hogy egy
széleskorli kooperaciéba bekapcsolédva részt vehessiink fehérjék felszinét és kotGhelyeit
feltérképezni képes foldamer rendszerek tervezésében és tesztelésében is. Egyiittm{ikod6
partnereink spontan helikalizal6dé foldamer egységekb6l (2-aminociklopentankarbonsav)

39. abra. Foldamer kotéhely a
» nukleotid-mentes K-Ras felszinén.
Bal oldalon az MD szimuldcié
kiindulasi szerkezetének felépitéséhez
haszndlt  kristdlyszerkezet  (1bkd)
lathat6. A Ras switch régidkat vildgos-
és sotétkék, a GEF 2 kolcsonhatd
hélixét sarga és narancssarga szin
jeloli.  Jobb oldalon a 2ps-os MD
szimulaci6 eredménye lathaté: a VW-S-
WQ foldamer (Isd. Ref. 87) stabilan
meg tud kotédni a GEF hélixek 4ltal is
elfoglalt drokban.

felépiil6 molekularis ,felszin-szondakat” hoztak 1étre melyek természetes aminosavakat és egy
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fénnyel aktividlhaté horgonypontot (foto-metionin aminosavat: 2-amino-5,5-azo-hexansav) is
tartalmaznak. Az igy kialakitott reaktiv ligandumok helikalis szerkezetének igazoldsa részben az
altalam elvégzett molekuladinamikai szimuldciokkal tértént. Ehhez parametrizdltam mind a
foldamer, mind pedig a fotometionin csoportokat a CHARMM és az Amber erdterek szdmara.
Kotodésiiket MS/MS és NMR mddszerekkel kovetve, fehérjekotésre is alkalmas, sekély
kot6helyeket lehetett azonositani a K-Ras feszinén, melyek akdr gyogyszer-célpontként is
szolgalhatnak - hiszen a Ras-ok aktivald faktorai és effektor partnerei is mind fehérjék. A K-Ras
felszinen egymas kozelében kot6dd foldamerek osszekotésével pedig olyan mini-fehérje
ligandumot allitottak el a Szegedi Tudomanyegyetem munkatarsai, amely a GEF nukleotid-
cserét elGsegité hatdsat mimikalni tudta. MCMM keresést koveté MD szimulacié alkalmazasaval
a kotédés lehetséges modelljét is 1étrehoztams??.

A K-Ras-al kapcsolatos vizsgalédasaink sordn a szamitdsok a modell-épitést szolgaltdk: az
eredmények rendszerezéséhez, a katalizis részleteinek szerkezet-alapu értelmezéséhez jarultak
hozza.  Megértettiik, hogy a Ras enzimek esetében a funkciét dinamikai sajatsagok,
kommunikaciés halézatok alakitjdk ki, a képlékeny kapcsolé-régiok szerkezeti sokféleségén
keresztiil és sikeriilt azonositanunk olyan szerkezeti valtozasokat, amelyek funkciondlisan is
relevansak. Megmutattuk, hogy az onkogén mutdciok, annak ellenére, hogy nem okoznak
topolégiai valtozast a szerkezetben és meg sem jelennek az aktiv helyen, mégis beleszélnak az
enzim finomhangolt bels6 kommunikaci6jaba, a felszin hozzaférhet6ségének és az egyes al-
domének csatoléddsanak megvaltoztatdsan keresztiil gyakorolnak hatast a katalizisre.

3.4 A podocin szerepe a vese sziirérendszerében 513-515

A vese glomerulusai gomb alakava csavart hajszalerekbdl allnak, amelyeket a Bowman-kapszula
vesz koriil. Itt torténik a vér ultraszilirése, a vizelettermelés els6 1épése. A szlir6gat harom
komponensbd6l all: a glomeruldris Kkapillarisok endotélsejtjeib6l, a glomerularis bazalis
membranbdl és a podocita sejtekb6l. A podocitak nagymértékben differencialt epitelialis sejtek,
melyek hosszi, feny6-ag jellegli lanynyudlvanyai a szomszédos sejtek labnyulvanyaival
0sszekapaszkodva alkotjak a glomerulusok kiilsé burkolatat. A podocita sejtek labnyulvanyai
kozt résmembran fesziil. Ez a struktira gatolja meg az albumin és mas nagy molekuldk vérbél az
els6dleges vizeletbe jutasat (40. abra).
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a. b. C.

fenesztralt bazdlis ) i
endothelium membrdan RESMEMBRAN
Py -

40. abra. A glomerulusok és a résmembranss. a.) A glomerulusok felszinét borité podocita sejtek. b.) A fenesztralt
endothélium. c.) A teljes - harom komponens{i - szilirérendszer. A résmembrant fekete téglalapok keretezi, a sz{irés
irdnyat a szines nyilak jelzik. A vizmolekuldk jelent6s részét mar a bazalis membran visszatartja, a résmembranon a
fehérje komponensek sziirése torténik.

A résmembran bonyolult szerkezetét nagyszamu fehérje egylittese tartja fenn: a podocin, nefrin,
CD-2-vel asszocialt fehérje (CD2AP), tranziens receptorpotencidl kationcsatorna alcsalad C-tag 6
(TRPC6), zonula occludens-1 (ZO-1) és a nefrinszeri fehérje (NEPH1) makromolekuldris
komplexe. A podocin egy intracellularis, membranhoz horgonyzott szerkezeti fehérje, amely
rogziti a résmembran szliréhaléjat kialakité nefrin szalakat. A nefrin podocinhoz ko6t6dé
intracellularis része felel6s azért is, hogy soktagi fehérje komplexum a podocita sejtek
citoszkeletonjdhoz kapcsolddjon, valamint jelatviteli platformként is szolgal (41. dbra). A
podocin és a nefrin betegség-okoz6 mutaciéi koziil némelyek e fehérjék az endoplazmatikus
retikulumban valé visszatartasat eredményezik, mig masok a membranhoz kotott podocin-nefrin
parosok rendezddését zavarjadk meg - mindkett§ sulyos, gyakran haldlos kovetkezményekkel
jarssso,
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41. abra. A résmembran szerkezete és legfontosabb molekularis komponensei. a.) A nefrin, nephl és a podocin
topoldgiai felépitése és elhelyezkedése a (sziirkével jelolt) podocita sejtekben. A nefrin mogotti zold téglalap annak
feltételezett podocin-koétd szegmensét, a podocin mogotti piros téglalap pedig a podocin nefrin-koté régidjat jelzi. b.)
A résmembran szerkezete a legfrissebb kisérleti eredmények szerint: a Kkrio-elektron-tomografids modszerrel
meghatarozott szerkezet egymast Kkeresztez6 nefrin szalakat mutat, melyek délés-szogét valdszintileg a révidebb
neph1 szalak szabalyozzak90.

A podocin fehérjét 2000-ben azonositottdk, a vese sziirési hatékonysagaban bekovetkezett
valtozasok okozta betegségek molekularis hatterét kutatva. Ekkor mar ismert volt, hogy a nefrin
Finn tipusad frame-shift mutaciéja példaul, mely a molekula intracellularis szegmensének
elvesztéséhez vezet, vese-elégtelenséget okoz, de az is vilagossa valt, hogy mas fehérje-
komponensek mutaciéi is részt vesznek a megfigyelt kérképek kialakitdsaban. Igy fedezték fel C.
Antignac és munkatarsai, pozicionalis klénozas technikijat alkalmazva, az NPHS2 gént és az
altala kodolt fehérjét, melyet podocinnak neveztek el1.

A vese-elégtelenséggel jaro betegségek (nefrotikus szindromak) a filtraciés gat tokéletlenségébdl
kifolyolag sulyos proteinuriat, hipoalbuminémiat, 6démat és hiperlipidémiat okoznak. A
nefrotikus szindréma szteroid-rezisztens formaja (SRNS) gyakran végstadiumu vesebetegséghez
vezet. Az SRNS monogén formaiban tébb mint 20 gén mutaciéit azonositottak, amelyek tébbsége
podocita fehérjéket kdédol. Ezek kozott leggyakrabban a podocint kédol6 NPHS2 szerepel,
melynek 6roklott mutdciéi az SRNS esetek 12-18%-aért felel6sek. Az NPHS2 mutdcidval
rendelkezd egyéneknél jellemzben 6 éves koruk el6tt alakul ki az SRNS, amely aztan életiik els6
évtizedében valik végstadiumuva.

A podocinnak létezik egy polimorf médosulata, az R229Q varians, mely 15x gyakrabban fordul
el6, mint az 6sszes tobbi betegségokozo mutacioé. Ezt a polimorf varianst egyértelmii kapcsolatba
hoztak a nefrotikus szindroma egy enyhébb lefolydsti valtozatinak megjelenésével - olyan
[R229Q];[mut] transz asszociaciok esetében, ahol a [mut] egy ugynevezett tarsult mutacié. Ekkor
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a paciens az egyik sziil6t6l a polimorf moédosulatot, a masiktdl meg egy szintén mutaciét hordozé
allélt 6rokol. A tapasztalt fenotipus ebben az esetben kevésbé silyos: a betegség megjelenéséhez
tartoz6 median életkor 13 év (tartomdany: 0-39 év), és 26 éves korig kitolédik a végstadium
kialakulasanak median életkora (tartomany: 10-50 év).

A betegpopuldcié részletesebb vizsgalata azonban meglepetésekkel szolgalt:

e az R229Q varidns sem a vad tipussal tarsulva, sem homozigéta allapotban nem okoz
SRNS-t,

e a polimorf mddosulat elterjedtségéhez képest a kés6i kialakuldsu, enyhébb fenotipus
meglepden ritka, ami arra utal, hogy az [R229Q];[mut] tarsuldsok jelentds része szintén
nem okoz megbetegedést,

e mig a [mut];[mut] genotipusy, sulyos SNRS-hez vezet6 mutdciok a NHPS2 gén 1-6
exonjait érintik, az enyhébb lefolyasd [R229Q];[mut] betegség-okozé parositdsok a 7-es
és 8-as exonokat,

e nem minden, a 7-es és 8-as exonhoz tartozé [R229Q];[mut] parositds okoz
megbetegedést: példaul az A284, A288, R291, A297, E10, L327 és Q328 poziciok
mutdciéi dltaldban patogének, mig az [R229Q];[V290M] parositas benignus,

e a 7-es és 8as exonhoz kothetd mutdciok esetében, [wt]; [mut] tarsulds szintén nem okoz
megbetegedést.

Ezek a megfigyelések képezték munkank kiindulé-pontjat: az, hogy egy mutacié hatdsat a transz
asszociacioban megjelend masik mutacié déonté modon befolydsolja arra utalt, hogy ezekbdl a
fehérje-varidnsokb6l vegyes parok alakulnak ki, amelyek a vad tipusi pdaroktdl eltéré
tulajdonsagokkal birnak, azaz feltételezhet6en mads szerkezetliek. A gyogyaszati gyakorlatban
tapasztaltak és egylittmiik6d6 partnereink sejtbiol6giai eredményei alapjan azt a szerkezeti
hipotézist alakitottuk ki, hogy a podocin oligomerek azon tul, hogy rogzitik a transzmembran
nefrin szalak intracelluldris szakaszat, stabilitast biztositva a szlir6rendszert kialakité molekuldk
szamara, egyuttal azok szabdlyos rendezddéséért és méretezéséért is felelnek, szabalyos
kozonként bocsajtva utjara egy-egy nefrin szalat; a podocin oligomerizacidja altal szabalyzott
poziciokba rendezett nefrin szdlak a szomszédos labnyulvany nefrin szdlaival 6sszefonddva
alakitjak ki a sziir6halét (41. abra) Ezt a rendet zavarhatjdk meg a podocin 7-es és 8-as
exonjaiban bekovetkezett valtozasok, ha azok a polimorf médosulads partnerei. Célunk az volt,
hogy ennek az dsszetett struktirdnak szerkezetét, rendezd-elveit felderitsiik, valamint, hogy a
betegségokozdé mutdciok hatdsmechanizmusat értelmezziik és esetleges korrekcidjukra
javaslatot tegytink.

A podocin az SPFH (stomatin-prohibitin-flottinin-HfIK/C) fehérjék csalddjaba tartozik, integrans
membranfehérje, mely valdszinlileg homo-oligomer formdban halmozédik fel a lipid raft
mikrodoménekhez kapcsolddva. Szerkezetét eleddig nem sikertilt kisérleti iton meghatarozni. A
csalad tagjai koziil legnagyobb szekvencidlis homoldgiat a sztomatinnal mutatja.

podocin (124-353) vs. azonossag hasonlésag szakadas
sztomatin (53-282) 48% 72% 0%
prohibitin (39-293) 17% 37% 10%
flotillin (1-407) 12% 23% 43%
E.coli HfIC (19-329) 19% 36% 26%
E.coli HfIK (96-390) 14% 31% 23%

1. Tablazat. Szekvencia-homoldgia az SPFH csaladon beliil.

A sztomatin vorosvérsejtek és mas sejttipusok sejtmembranjaban lokalizalédik, ahol
ioncsatornakat és transzportereket szabalyozhat, de pontos funkciéja a mai napig tisztazatlan.
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Mindkét fehérje szerkezete harom topoldgiai szegmensre oszthatd: a szekvencia egy rovid
intracellularis szakasszal kezd6dik, melyet egy membranba agyazott - de nem transzmembran -
régio kovet, majd a szintén intracellularis C-termindlis régié zarja azt. Ez utébbi tovabb
tagolhaté: a globularis ,fej”-domént (SPFH (vagy PHB) domén) helikdlis szegmensek kovetik,
majd a szekvenciat egy rendezetlen szakasz zarja. Mind a sztomatin, mind a podocin esetében a
C-termindlis régid felel6s a homo-asszociadcidért?2. A sztomatin az SPFH csalad egyetlen olyan
tagja, amelynek kristalyszerkezete vizsgalataink megkezdésekor ismert volt%. A
molekulamodellezési feladatokhoz, a két fehérje szekvencia-homolédgidjat kihaszndlva, a
sztomatin szerkezete alapjan hoztuk létre a podocin szerkezeti modelljét (42. abra).

A nefrin egy hosszu, linearis, lanc-szeri molekula. Extracelluldris, N-termindlis része nyolc
imunnoglobulin és egy fibronektin III tipusu ,gyongy”-domént tartalmaz, melyet egy rovid
rendezetlen régid kot a transzmembran szegmenséhez, amelyhez végill a C-termindlis
rendezetlen szakasza kapcsolédik. A nefrin (kisérleti iton meghatarozott) szerkezete szintén
nem ismert, vizsgalatdhoz szintén egy szekvencia-homolégian alapulé modell-rendszert hoztunk
létre.

A modelleket felhasznalva vizsgaltuk el6szor a podocin monomer szerkezeti sajatsagait, majd
dimer/oligomer képzési potencidljat, végil pedig a nefrinnel val6 kélcsonhatasat. Az eléallitott
szerkezeti modellek alapjan kisérleteket terveztiink és hajtottunk végre a modellek megerd&sitése
és a rendszer jobb megértése végett. Valamivel tobb, mint egy évtizede fedezték fel, hogy a

podocin valésziniileg a vér/here gat kapcsolati hal6jaban (tight junction) is felt{inik és a Sertoli-
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42. abra. Podocin fellelhetésége, patogenicitasa és felépitése. a.) Podocin és nefrin elhelyezkedése a podocita labnytlvanyok
belsejében és a koztiik fesziilé résmembranban: a vizsgalataink megkezdésekor uralkodé elképzelés szerint. A podocint piros patkd
alakok, a nefrint z6ld szalagok reprezentaljak. (C. C. Moller et al. JASN, 2009, 20, 950) b.) Egészséges és patogén podocin tarsulasok.
c.) A Pyrococcus horikoshii sztomatin kristalyszerkezete (PDB kdd: 3bk6, kék) és a podocin sematikus modellje (z6ld). d.) A podocin
és a sztomatin szekvencidinak illesztése, domén-hatdrok és mutaciés helyek feltiintetésével. Vildgoskékkel az R229Q polimorf
mutéciét, lildval a 7-es és 8-as exonra esé mutaciék helyzetét jeldltem.

sejtek membranjaban szintén megtalalhaté nefrinnel egyiitt alakit ki sejt-sejt csomépontokat -
hasonléan a podocita sejtek esetében tapasztalttal. A podocin jelenlétének funkcionalis
jelentdsége is lehet: a csak Sertoli-sejtes szindromas betegeknél a herék (de nem a vese) podocin
mRNS-ének teljes down-regulacidjat észlelték, azaz az azoospermids betegeknek nincs
podocinja. Mivel a Sertoli-sejtek kozti kotések dezorganizaciéjat kisérletes és Kklinikai
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vizsgalatokban egyardnt 0sszefliggésbe hoztdk a spermatogenezis sériilésével, a podocin-nefrin
komplex hianya vagy karosoddsa hozzajarulhat a férfi medddség patogeneziséhez9495. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a podocin-nefrin molekuldris csomépontok a korabban
gondoltnadl akar A4ltaldnosabb szerepet jatszanak a sejt-sejt kapcsolddasok szerkezeti
integritdsdnak fenntartdsdban, tehdt e két fehérje szerkezetére és kolcsonhatasuk
feltérképezésére vonatkozé vizsgilatok jelentdsége a vese miikodésének és betegségeinek
megértésén is tilmutathat.

A human podocin monomer C-termindlis intracellularis rendezett szakaszdnak (161-332
aminosavakra vonatkoz6) modelljét a Pyrococcus horikoshii sztomatin kristalyszerkezete alapjan
hoztuk létre (3bk693), homoldgia-modellezés modszerét alkalmazva. Az els6 meglepd
megfigyelésiink az volt, hogy mig a polimorf R229Q mutacié pozicidéja az SPFH doménre esik,
mig a 7es és 8-as exonokban bekovetkezd valtozasok az azt kovetd helikdlis szakaszok
aminosavait mdédositjdk (42. dbra). A transz asszocidciéban megjelend mutaciék tehat agy
képesek egymdsra hatast gyakorolni, hogy egymadstél tavol, szerkezetileg jol elkiiloniild
szegmensekben helyezkednek el. Fontos azt is felidézni, hogy két polimorf médosulast hordozé
szadl homodimerizaci6ja nem vezet betegségokozd elvaltozdsdhoz, valamint a vad tipusy,
mutdciét nem hordozé szdl és egy asszocidlt (exon 7,8) mutdciét hordoz6 varians
heterodimerizaciéja sem. Ennek alapjan azt feltételeztiik, hogy az R229Q csere valamilyen
szerkezetileg csekély, de hatasaban tovaterjed6 valtozast hoz létre.

MD szimuldciok alkalmazdsaval vetettiik 6ssze a vad tipusd és a polimorf varidns monomer
szerkezetét és azt taldltuk, hogy mig a domének szerkezetében nem kovetkezik be jelentds
valtozds, addig azok relativ elhelyezkedése joval rogzitettebbé valik az R229Q csere hatasdra. Az
R229 a globularis SPFH domén magjaban legaldbb két H-hid kotést alakit ki a kérnyezetében
talalhato D244, E233 és E237 oldallancaival. Ugyanebben a poziciéban a polimorf varidns Q229
aminosava nem alakit ki kolcsonhatast a E233 és E237 aminosavakkal, amelyek igy a H1 hélix
pozitiv t6ltésli aminosavaival (R286, K289) hatnak kolcson, eziltal korldtozva a domének
(relativ) fluktuaciéjat. A flexibilitds inherens tulajdonsdga a vad tipusu rendszernek - a
globularis SPFH domén és a tobbnyire helikdlis C-termindlis szakasz relativ elhelyezkedését
csupan egy hidroféb konyok-régié orientdlja (melyet a globularis domén egy leucinban gazdag
szakasza (225-236) és a H1 hélix 6sszekot6- és kezdeti aminosavai alkotnak), igy a helikalis régio6
fluktudcidja nem gatolt. A polimorf moddosulat viszont, a két domén kozt kialakuld
kolcsonhatasok miatt, kevésbé heterogén konformaciéju, kevésbé képlékeny rendszer (43. abra).
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43. abra. Podocin monomerek homolégia modellezéssel és MD szimulaciékkal eldallitott szerkezetei. a.) A wt
podocin és a polimorf varidnsa esetében szamitott szerkezeti sokasdgok (az egyensulyi szakaszhoz tartozé
konformaciok >97%-at magaba foglalé klaszterek kozépszerkezetei). b.) Az SPFH domén és a H1 hélix kozt kialakul6
kolcsonhatasok a két vizsgalt rendszerben. A 229-es aminosavat sargaval, a helikalis régioban megjelend asszocialt
mutacidk helyét rézsaszinnel jeloltem.

A vizsgalataink e kezdeti szakaszdnak idején ismert betegségokozd muticiék egymastdl 3-4
aminosavnyira (vagy ezek tobbszoroseire) helyezkednek el tobbnyire a H1 hélix mentén, ezért
azt feltételeztiik, hogy a podocin par-képzd6dése a helikalis régiok coiled-coil asszociacidja révén
valosulhat meg és az érintett kdlcsonhatasi kozpontok ennek a csavarodd érintkezési felszinnek
kiiléonb6zé pontjain okoznak torzuldst vagy kevésbé optimadlis illeszkedést. Tobb lehetséges
topolégiat is megfontoltuk; ezek koziil legvalészinlibbnek a H1 hélixek azon antiparallel
asszociaciojat taldltuk, amely a palmitoildciés helyeket (C1589%) és az intramembran
szegmenseket egymds kozelébe rendezi. Antiparallel elrendezddésben taladlkoznak Ossze a
sztomatin kristalyszerkezetében a rétegek kozt atnyuléd H1 hélixek is, ez az asszociacié azonban
nem szolgdltatott megfeleléen kiterjedt kolcsonhatadsi felszint, ezért a CC+ coiled-coil
adatbdazisban?’ szereplé rendszereket is Osszevetettiik a podocin hélixek szekvencidjaval és
topolégidjaval és igy valasztottuk ki végiil az exo-deoxi-ribonukledz VII kisebb alegységének
coiled-coil szakaszat (1vp7), mint szerkezeti templatot a dimer modellezéséhez (44. dbra).

a. b.

parallel coiled-coil anti-parallel coiled-coil
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topolégidk (az ovalis alakok az SPFH domének sematikus reprezentacidi, az egyenes szakaszok a helikalis régiokéi). A
megvastagitott nyil a membranba-agyazott szegmens felé mutat, a piros csillag a palmitoilacids helyet jeldli. b.) A
sztomatin Kkristalyszerkezetében fellelheté antiparallel hélix-hélix kapcsoldédasi geometria. c.) Az exo-deoxi-
ribonukleaz VII-ben talalhaté antiparallel coiled-coil asszociacio.

Patogén és nem-patogén tarsulasokhoz tartozé dimer modelleket hoztunk létre, optimaltunk
(MD szimulacidkat alkalmazva) és hasonlitottunk 6ssze, hogy a nem megfelel6 funkcionalitas
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hatterében meghuzdd6 szerkezeti kiilonbségeket azonositsuk. A wt-wt dimer a monomer
flexibilitasat részben megdrizve egy sokszinli szerkezeti sokasaggal jellemezhet6. A betegség-
okoz6 mutdciék pozici6i a nagyobbrészt hidroféb aminosavakbdl felépiil6 hélix-hélix
ko6lcsénhatasi felszinre esnek, ami kiilondsen a H1 hélix mentén bekoévetkezd Ala—Val cserék
esetében (A284V, A288V, A297V), a megnodvekedett oldallanc méret és hidrofobicitds miatt, a
mutaciét hordozé komplex torzulasat vetiti elére. A V290, melynek metioninra valé mutalédasa
benignus, a H1 hélix olddszer-hozzaférhetd, szabad feliiletén taldlhaté a wt-wt dimer
szerkezetében, igy konnyen elképzelhetd, hogy az ezen a ponton bekdvetkezé aminosav csere
nem fogja atrendezi a dimer szerkezetét (45. abra).

(e
l, O wt-wt O wt-wt
La’\ ~T¥ OR229Q-R2290 ® R229Q - A284V
£ ) & Fa @ R229Q - V290M @ R229Q - A297V
4 2‘1’§ | L y.24 © wt-A284V @ A284V - A284V

rmsd vs. @ rmsdvs. @
Q@ [274A @ [494
@ [294 @ |694
@ |334 @® |954

45. abra. Podocin-dimerek szerkezetek: MD szimulaciok eredményei. a.) wt-wt dimer szerkezete (az egyensulyi
trajektoria-szakaszhoz tartozé konformacidkat klasztereztiik a gerinc-atomok szerkezetére vonatkozdlag - az abra a
legnagyobb betoltottségli klaszter kozépszerkezetét mutatja). A polimorf valtozat mutdciés helyét (R229)
vilagoskékkel, az asszocialt mutaciok helyzetét (A284, A288, A297, E310, L327, Q328) lilaval és egy, a H1 hélixre es6,
de nem patogén mutdciés helyet (V290) pedig sargaval jeloltem. b.) A wt-wt dimer szerkezeti sokfélesége (az
egyensulyi szakaszhoz tartozé konformacidk >97%-at magaba foglald klaszterek kdzépszerkezetei). c.) Nem-patogén
és d.) patogén tarsuldsokhoz tartozé dimerek legnagyobb betoltottségli klasztereinek kozépszerkezetei. A
tablazatokban az egyes parok a wt-wt dimerhez viszonyitott altagos rmsd értékei szerepelnek.

Hat kiilonb6z6 mutaciékat hordozé dimer rendszert vizsgaltunk. Ezek koziil a nem-patogén
parositasok (R229Q-R229Q, R229Q-V290M, wt-A284V) a wt-wt dimerhez hasonlé szerkezetii
sokasagot szolgdltattak a 100ns-os MD szimulaciék sordn, a patogén tarsuldsok (R229Q-A284V,
R229Q-A297V, A284-A284V) viszont jelentdsen eltérd szerkezetiieket. Ez kiilondsen érdekes, ha
a wt-A284V és R229Q-A284V parosokat vetjiik 6ssze. A két dimer rendszer kozt minddssze az
egyik globuldris SPFH doménen megjelend6 R229Q aminosav csere a kiilonbség, mely az
egymasra fon6dé H1, H2 hélixektdl tavol esik, és mégis jelentds valtozast indukdl a dimer
szerkezetében. Azaz, a képlékenységét elveszit6 R229Q varidns jelenléte felerdsiti a helikalis
régidban torténd A284V csere hatdsat, mig a wt rendszer elég flexibilis ahhoz, hogy a lokalis
diszlokaci6 ellenére, a kolcsonhatasi felszin tobbi részén a wt-wt rendszer esetében talalt
elrendez6dés alakulhat ki — jéval visszafogottabb globdlis szerkezet-torzulds mellett (45. dbra).

61



dnenyhard 394 25

Azt taldltuk tehat, hogy a dimer egyik partnerének helikalis szakaszara es6 specifikus mutacidok
csak akkor okoznak szamottevd szerkezeti valtozast, ha a masik komponens az R229Q polimorf
modosulast hordozza, és ennek a szerkezeti valtozadsnak a bekovetkezése 0sszefiiggésbe hozhato
a patogenicitdssal. Masképp fogalmazva, szerkezeti magyardzatot tudtunk szolgaltatni ahhoz a
klinikai megfigyeléshez, hogy az R229Q-t kodolé, viszonylag gyakran el6fordulo NPHS2 allél csak
akkor valik patogénné, ha specifikus mutaciékkal tarsul, azaz egy olyan autoszomalis-recessziv

rendellenességet azonositottunk, amely esetében az egyik allél patogenitdsa a masik allélétol
fligg — hasonléra eddig még nem volt példa.

A dimer-képzés soran bekovetkez6 szerkezeti valtozas befolydsolhatja a podocin stabilitasat,
szallitdsat, membranhoz kapcsoléddsat vagy a membran mentén kialakult oligomerek
szerkezetét. Mind a wt, mind a polimorf varidns homozigéta formaban, illetve - k6lcsonosen - a
masik jelenlétében, eljut a membran-régioba. C-termindlison GFP-el jelzett podocin variansokat
hasznalva viszont megmutattuk, hogy mig az A284V varians jelenlétében a wt podocin eljut a
podocita sejtek membranjdba, az R229Q médosulat a transz-asszocialt A284V jelenlétében a sejt
belsejében reked. Ezek a megfigyelések arra utaltak, hogy a kiilonb6z6 dimer-paroknak eltéré a
stabilitdsa. Ennek a kérdésnek felderitésére FRET méréseket végeztiink el6szor teljes
hosszisagu podocin varidnsok esetében?, amelyek igazoltdk, hogy a wt podocin az asszocidlt
mutdciét hordoz6 varidnsokkal képzett komplexei jelent6sen kevésbé stabilak, mint a wt-wt
parok, ugyanakkor az R229Q polimorf varidns az asszocidlt mutacidékkal képzett torzult dimer
szerkezetei er6sebben kotottek, mint akar a R229Q-wt, akar az R229Q-R229Q parok (46. abra).
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46. abra. Podocin-dimerek FRET analizise. Az SPFH globularis domén Cys254-es oldallincan (sarga és barna
csillagok) két kiilonb6z6 jelzémolekulaval ellatott vegyes parok kozt mért FRET hatédsfok (3 parhuzamos mérés) a.)
wt- és b.) R229Q-podocint tartalmazd parosok esetén (donor festék: Alexa Fluor 488 C5 Maleimide, akceptor: Alexa
Fluor 555 C2 Maleimide). A mért 10%-ot meghaladé értékek egyértelmtiien bizonyitjdk a parok létrejottét, de az
altalanosan alacsony FRET hatasfok arra utal, hogy a globularis domének nincsenek egymas kozvetlen kozelségében.

o

Kovetkezd célkitlizésiink a dimerizacios felszin pontos helyzetének kisérleti megerdsitése volt.
Ehhez, Dr. Straner Pal meghatarozé kozremiikddésével, malt6z-kot6 fehérjével (MBP) képzett

62



dnenyhard 394 25

kiméra konstrukciokat hoztunk létre, kiilonb6z6 hosszisdgd podocin varidnsokkal. A
legrévidebb valtozatok csak a globuladris domént (168-269), a hosszabbak a H1 hélix egyre
novekvd szakaszait (168-286, 168-292, 168-313), majd a H2 hélixet (168-331) és a H3 hélixet
(168-348) is tartalmaztak, valamint vizsgaltuk a teljes C-termindlis helikalis régiot tartalmazé
varianst (168-383) is. Ezek ugy kertiltek kivalasztasra, hogy legyenek koztiik olyanok is, amelyek
hosszusagukban hasonléak azokhoz a frameshift mutaciok altal 1étrehozott, csonkolt podocin
formakhoz (R286Tfs*17, A314Lfs*31, F344Lfs*4), melyeket valtozé suilyossagu nefrdzis
szindromaban szenved$ betegek vizeletébdl izolaltak. Ezek a vizsgdlatok igazoltdk, hogy a
helikalis régi6 tavollétében nem alakulnak ki oligomerek, és azt is, hogy a H1 megjelenésével a
dimer forma valik uralkod6vd, valamint, hogy a H3 hélix megjelenése sziikséges a magasabb
tagszamu homo-oligomer formdk kialakulasdhoz (47. dbra). A teljes helikalis/rendezetlen C-
termindlis szegmenst tartalmazd rendszer dimer és oligomer formak keveréke. Ezek az
eredmények ugy interpretalhatok, hogy a H1 hélix coiled-coil asszocidcioja altal 1étrejott dimer
parok valdban lehetséges épit6kovei a podocin oligomerizacionak - alatdmasztva a szerkezeti
modellt, melyet a klinikumban megfigyeltek alapjan hoztunk létre.

a. B b.
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47. abra. Kiillonb6z6 hosszisagu podocin variansok analizise. a.) MBP (Malt6z-koté fehérje) kiméra konstruktok
méretkizarasos kromatografia eredményei. b.) Ugyanezen varidnsokra vonatkoz6 FRET mérések (a 46. abranal leirtak
szerint), és az eredmények alapjan javasolt topoldgiai modellek. A sziirke téglalapok az N-terminalishoz konjugalt
MBP-t jelzik.

Ezt a szerkezeti modellt haszndltuk fel egy olyan protokoll kidolgozasara, amely az ismert SNRS
betegségokozd mutdciok egyre bovilé korét is magdba foglalva tesz ajanlast az R229Q
polimorfiat hordozé egészséges sziil6-jeloltek genetikai tandcsadasara. A molekuldris biolégiai
és biofizikai karakterizalas és a szerkezeti modellezés alapjan kijelenthet6 volt, hogy a korabbi
gyakorlattdl eltéréen, a polimorf podocin valtozatot hordozé egyedek batran vallalhatnak
gyermeket, ha a partneriik nem az NPHS2 gén 7-es vagy 8-as exonjan hordoz valamilyen
mutdciét - illetve ezen beliil is nagy valdszinliséggel josolhatéva valt az asszocidlt mutacié
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veszélyeztetd, illetve benignus volta. Azok a mutdciok jelentenek kiilondsen nagy veszélyt,
amelyek az asszociacios felszinre esnek, vagy nagymértékben megvaltoztatjik a coiled-coil kiils6
felszinének toltéseloszlasat.

A szerkezeti modell kritikai vizsgalata, a megalkotdsa ota eltelt évek sordan felhalmozoédott
kisérleti eredmények tiikrében ujra aktudlissd valt. A szintén az SPFH csalddba tartozé
prohibitin kézelmultban tortént vizsgalatai soran kideriilt, hogy a podocinéhoz hasonlé helikalis
régidja felel6s a mitochondridlis membranhoz valé rendezett kapcsolédasaért és a kolcsonhatasi
halézatanak kialakitasaért; valamint, hogy HEK293 sejtekben a prohibitin két formdaja (PHB1 és
PHB2) - mind a gyakrabban el6fordul6 PHB1/PHB2 hetero-, mind pedig a PHB2/PHB2 homo-
asszociaciok soran - szintén a helikdlis régiékon keresztiil kapcsolédik egymashoz. A PHB2
helikalis régidjanak H1 és H2 szakaszat tartalmazé modell-rendszer helikalis, antiparallel coiled-
coil komplexek formdajaban kikristalyosodott és szerkezetét sikerrel meghataroztak: a szerkezet
a H1 hélixek paronként rendezett struktirdja; a H2 hélixek, fokozott mozgékonysaguk miatt,
nem voltak azonosithatéak az elektronsiir(iségi-térképen?? (48b. dbra). Ezek az eredmények
aldtdmasztjdk a podocin dimer modell antiparallel coiled-coil topolégidjat, és hogy ez a
kolcsonhatés javarészt a H1 régidra korlatozddik. Kozvetleniil a podocin oligomer szerkezetére
vonatkozd eredmények is sziilettek, melyek szerint az inkliziés testbdl refoldalassal visszanyert
podocin 126-350 szegmense (globuldris domén és a H1, H2 és H3 hélixek) tobbféle
oligomerizaciés 4llapotban stabilizdlédik, melyek koziill a 16-tagi homo-oligomerek a
legstabilabbak?. Az utébbi években az SPFH csaldd néhdany tagjanak szerkezetmeghatarozasa is
sikerrel jart. Els6ként az E.coli-bdl szarmazé fehérjeparos, a hetero-oligomerizal6d6 HfIK/HfIC
rendszer szerkezetére deriilt fény. Bar a szekvencia-azonossag a két fehérje és a podocin kozott
csekély (HfIK, HfIC vs. podocin: 14, 19%) a topolégiai felépitésiik hasonlé. Krio-EM mddszerrel,
két fliggetlentil munkdlkodd csoport is arra a megallapitasra jutott, hogy 12 HfIK/HfIC
heterodimer egyiittesen formal egy hatalmas kiirt6 alaki komplexet, amely a periplazmatikus
oldal fel6l meriil a citoplazma membranba, és mérete és alakja folytan rendezi és orientdlja a
bels6 terében csapdazoddott négy metallo-protedz enzimet!0. 101, Hasonld felépitésii, de még
hatalmasabb kiirt6t formal a csaldd egy masik tagja a flotillin is, a FLOT1 és FLOT2 izoformak
heterodimereib6l épitkezvelo2 (szekvencia hasonlésag FLOT1, FLOT2 vs. podocin:~ 0%),
valamint a prohibitin izoformai (a PHB1 és a PHB2)103, amennyiben heteromultimer parokba
rendez6dnek. S6t a sztomatinnal kapcsolatban is megmutattak, hogy 2 kiilonb6z6 kornformere
szintén 0ssze tud rendezddni egy kiirtészer(i makrostruktirabal04. Ezek a szerkezetek mind ugy
épiilnek fel, hogy a fehérjék helikalis szegmensei parallel orientaciéban pakolédnak egymas
mellé, ezaltal a globuldris fej-domének is szorosan egymas mellé rendezddnek.
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48. abra. SPFH fehérjék oligomer formai. a.) A podocin monomer felépitése. b.) A prohibitin H1 és H2 szegmenseit
tartalmazo rendszer kristalyszerkezete: a H1 hélixek antiparallel homodimerizaciéja (PDB kéd: 6ige). ¢.) Az HfIK és
HfIC fehérjék moduldris felépitése és a krio-EM moédszerrel meghatdrozott hetero-oligomer struktarajuk (PDB kéd:
7vhp, 7wi3). d.) A flotillin két izoformajanak (FLOT1, FLOT2) modularis felépitése és a krio-EM mddszerrel

meghatarozott hetero-oligomer strukturajuk (PDB kéd: 9bq2).

Ez az elrendez6dés nagyon kiilénbozik az altalunk javasolt podocin modell szerkezetétdl, de be

kellett latnunk, hogy egy ilyen tipusi komplex is
szolgdlhatna rendezett templatként a nefrin-szalak
szamdara. Azonban ezt a korkords topoldgiat nagyon
nehéz sszeegyeztetni a résmembranrol késziilt krio-ET
rekonstrukciok lineéris szerkezetével és a ~70-100A -s
nefrin-nefrin szeparacioval, amit ott megfigyeltek90.105
(41. abra).

A podocin, illetve a podocin-nefrin komplex
szerkezetének meghatdrozdsa természetesen régi
dlmunk. A nehézséget az okozza, hogy nem sikertlt
eddig - sem nekiink, sem masoknak10%6 — oldatban stabil
podocin Kkonstrukciét létrehozni. Az MBP-kiméra
valtozatok ugyan jdl kezelhet6k, de nem vildgos, hogy
milyen mértékben befolydsoljdk az MBP szegmensek a
dimerizacié/oligomerizacié folyamatait és hogy nem
blokkoljak-e a podocin legpotensebb koélcsonhatasi
felszineit. A rendszer nagyfoki mozgékonysaga miatt a
kristalyositasi kisérletek nem jartak sikerrel, sikeriilt
azonban a leger6sebben dimerizalodé  MBP-
podocin(168-313) rendszerr6l krio-EM felvételeket
gyljtenlink (49. abra). A szerkezetmegoldas nem volt
ugyan kivitelezhetd, de a tajékoz6ddé mérések soran
Osszegyljtott részecskék antiparallel dimer
topolodgiajunak tlintek. A flexibilis 6sszekot6 szakasszal

a.

49. abra. a.) MBP-podocin(168-313) kiméra
rendszerrl  késziilt  krio-EM  felvételeken
azonositott részecskék. b.) A podocin(168-313)
homodimer rendszer MD szimuldcidjanak
egyensulyi trajektr6idjabol kiemelt pillanatképek.

konjugalt MBP nem latszik a képeken, de a podocin-dimer kézponti régidja azonosithatd és
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hasonlé elrendez6dést mutat, mint amit a podocin(168-313) dimer rendszerre vonatkoz6 MD
szimulaciénk pillanatszerkezetei (49b. dbra). Egyenldre azonban nem kizarhato, hogy a podocin
esetében az antiparallel homodimer parok szolgdlnak hasonlé szerkezetépité alapegységként,
amelyekbdl esetleg a podocin is végiil valamilyen kérkérds makrostruktiraba rendezédik. Ezért,
bar az MBP-kiméra rendszerekkel tovabb folytatjuk a kisérletezést, a szerkezetvizsgalat
teriiletén a krio-elektrontomogréfia (krio-ET) mddszer alkalmazasa felé is tettiik 1épéseket. A C-
terminalison eGFP-el jel6lt podocin varians és a C-terminalison illetve az extracellularis domén
membranhoz legkozelebbi szegmensén YPet-el illetve mRuby3/mCherry-vel jel6lt nefrin
konstrukcidkat haszndlva reméljik HEK293 sejtekben vizsgalni a két molekula komplexének
szerkezetét - integralt fluoreszcens mikroszkdpia (iFLM) &ltal irdnyitott in-situ krio-ET
segitségével (a Diamond Light Source (Oxfordshire, UK) munkatarsaival kooperalva).

Mivel podocin homomultimer szerkezetnél még nagyobb jelentéségli - és a patogenezishez is
szorosabban kapcsolédik - a podocin-nefrin komplex szerkezete, parhuzamosan elkezdtiik

49. abra. Podocin-nefrin AlphaFold3
modellek (8 podocin-8 nefrin
sztochiometria). a) A kacsolédé
szegmensek sematikus rajza: az
intracellularis podocin (z6ld) és a
nefrin  hozza kacsolédé  szintén
intracellularis szakasza (szivarvany
szinekben). b.) A podocin (sziirke) és a
nefrin azon C-termindlis szakasza, amit
Huber és mtsai. megjeloltek, mint

a. b.

= C.
@podocin @ podocin
nefrin E——) nefrin

annak podocin-kotd régiojato?
(szinezés az a.) panel szerint) c.) A
teljes intracellularis nefrin

szegmenssel kialakitott komplex. A két
modellt Osszevetve latszik, hogy a
nefrin-szal meghosszabbitasa
ellentétes topoldgidju modellt
eredményezett (pl. a piros szegmens a
b.) modellben belil, mig a «c)
modellben a felszinen talalhato).

%

ennek a rendszernek a vizsgalatat is. Az AlphaFold3 szerver segitségével sokféle elrendezddést
megvizsgaltunk, de azt tapasztaltuk, hogy az eredmények nagyon fiiggtek attél, hogy hany
elembdl épitettiik fel a modellrendszert és hogy milyen hosszu volt a nefrin-szakasz amit
hasznaltunk. A szerkezetek még topoldgiai hasonldésdgot sem mutattak (a podocin altal
koordinalt nefrin szakaszok sem szekvencidlisan sem iranyultsagukban nem voltak hasonléak).
A makrostruktira alakja azonban minden modell esetében gorbiilt héjszerkezetii volt (50. abra).
Ez 6nmagaban csodalatos eredmény, hiszen az AlphaFold3 betanitdsa idején az SPFH csalad
kiilénboz6 tagjainak krio-EM szerkezeteit a PDB adatbazis még nem tartalmazta, azonban a
modellek nagyfoku eltérése arra enged kovetkeztetni, hogy a podocin-nefrin komplex szerkezete
nem jdl jésolhaté6 az eddigi ismereteink alapjan.

A két podocinbdl és két nefrin-szegmensbdl felépiil6 heterotetramer komplex szerkezetét
fehérje-fehérje dokkolas és MD szimuldcidk alkalmazasaval is probaltuk modellezni. Ezek a
szamitasok szintén csak nagyon vazlatos képet nyudjthatnak, hiszen még az sem tisztazott, hogy
pontosan melyek a két fehérje kolcsonhato szakaszai és hogy nem vesznek-e részt tovabbi, a
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@ podocin
© @ nefrin

51. abra. A podocin-nefrin heterotetramer modellje. a.) Sematikus abra. b.) Egy, a szamtalan szamitott modell
kozil. A nefrin szalak (1171-1241 szegmens) a PHB domén felszinén taldlhaté arokban helyezkednek el, de
rafonédnak a coiled-coil struktirdba rendezédott helikalis szegmensekre is. A nefrin C-termindlis rendezetlen
szakasza részben helikalizalédik a komplex-képzés hatasara. c.) A modell 6sszevetése az A. N. Birtasu et al. altal
meghatarozott résmembran szerkezette]90. 105,

komplex szerkezetét befolydsolni képes, mas fehérjék is a kolcsénhatdsban. Az altalunk
eléallitott heterotetramer egységek méretei azonban Osszemérhet6nek bizonyultak a
résmembran kisérletileg meghatarozott dimenzioival (51. dbra).

Elképzelésilink szerint tehat a podocin dimer-egységekbdl felépiil6 oligomereket képez és ehhez
a struktirdhoz kot6dnek hozzd a nefrin szdlak. Podocin-dimer modelliinkben a globularis
domének kozotti tavolsag (~ 60-70 A) nagyjabsl megfelel a nefrin lancok extracellularis oldalon
tapasztalt tavolsaganak (51. dbra), ami arra utal, hogy a podocin szabdlyozhatja a nefrin
extracellularis lancolatai kozotti rendet és tavolsageloszlast azaltal, hogy egyenletes ,dokkold
racsozatot” biztosit az intracelluldris szegmenseik szdmara. Ezt a feltételezésiinket HEK293
sejtekben Kkifejezett podocin és nefrin varidnsok koézti FRET mérésekkel szerettiik volna
aldtdmasztani. EGFP-el jelolt podocin varidnsok és mRuby3-al jelolt nefrin szalak kozti FRET
mérésekkel igazoltuk, hogy az R286Tfs*17, amelybdl teljesen hidnyzik a helikalis régi6 - bar eljut
a membranba - nem koti a nefrint, mig a wt, a polimorf varidns, és kiilonb6z6 patogén
mutdciékat hordozé varidnsok kiilonb6z6 mértékben ugyan, de képesek voltak rezonancia
energia transzferre a nefrinnel, azaz asszociacié alakult ki a két molekula kozott. Ez
aldtdmasztja azt a podocin/nefrin heterotetramer modelliinkben is megfigyelheté sajatsagot,
hogy a helikdlis régi6 nem csak a dimerizacié/oligomerizaci6, hanem a nefrin kotés
szempontjabdl is esszencidlis. Létrehoztunk négy olyan nefrin konstrukciét is melyeket YPet-el
és mCherry-vel jeldltiink a szekvencia két kiillonb6z6 pontjan: az intracellularis C-terminalison,
illetve a 1046-1054 szegmenst helyettesitve, ami a membran kozvetlen kozelébe helyezi ezeket a
kromoférokat, az extracellularis oldalon. Ezeket a molekuldkat arra hasznaltuk, hogy
megvizsgaljuk, hogy kiilonb6z6 podocin variansok és varians-parok miképp befolyasoljak a
nefrin-nefrin tavolsagot. Megmutattuk, hogy a podocin tavollétében a membranhoz kétott nefrin
szalak rendezetleniil helyezkednek el, mig a podocin megjelenésével a nefrin-nefrin tavolsag
egységessé valik, amit a lancok kdzti FRET kolcsonhatas hatékonysaganak megnovekedése jelez.
Azt is sikertlt igazolnunk, hogy a patogén variansokat (R138Q, A284V, R286Tfs*17) illetve
tarsuldsokat (R229Q/A284V, R229Q/A297V, R229Q/R291W, R229Q/F344Lfs*4) tartalmazé
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rendszerek nem képesek a nefrin szdlakat egymas kozelébe rendezni. Azonban a wt rendszer
mellett a benignus, vagy enyhe fenotipust eredményezé tarsulasok (R229Q/wt, R229Q/R138Q,
R229Q/R229Q, R229Q/R286Tfs*17, R229Q/V290M) jelenlétében egyenletes nefrin-halé alakult
ki. Egyértelmii 0sszefiiggést talaltuk tehat a podocin mutdcidk patogenicitdsa és a nefrin-halé
rendezettsége kozott, azaz megmutattuk, hogy a podocin mutdaciéi kozvetlentil a halo szerkezeti
integritasat veszélyeztetik. A patogén és benignus asszocidciék hatdsa olyan élesen elkiiloniilt,
hogy ez a mddszer a jovOben az ismeretlen R229Q asszocidciék patogenicitdsanak becslésére is
alkalmas lehet - a nefrin-nefrin tavolsagok a leirt m6don valé monitorozasa egy kisérleti eszkoz
lehet, amely egyértelmiien megmutatja, hogy az adott varidns-part hordozé potencialis sziil6par
esetében hordoz-e fokozott nefrézis-szindréma veszélyt a gyermekvallalds 108-110 (52. dbra).

Az is vildgossa valt, hogy amennyiben a hetero-dimerizaciét/oligomerizaciot sikertil blokkolni
vagy kedvez6tlenné tenni egy olyan tarsulads esetében, ahol egy funkciondlis varidns is jelen van-
amely homo-oligmerizalédva képes a nefrin-halé horgonyaul szolgalni - akkor valészintiileg nem
alakul ki, vagy kevésbé sulyos lefolyasu lehet a betegség. Erre szép példa a R229Q/R286Tfs*17
tarsulds esete, ahol az R286Tfs*17 podocinok eljutnak ugyan a membranba, ott azonban nem
oligomerizalédnak és nem koétik a nefrint sem, de nem is akadalyozzdk meg az R229Q podocin
molekuldkat a homo-multimer struktira kialakitidsaban, amely igy a résmembran felépiilését
tdmogatni tudja. Az R286Tfs*17 varians jelenlétének lassan felépiil, enyhe betegségokozo
hatasa valésziniileg abbol ered, hogy csonkolt valtozat a podocin-megkotésre alkalmas poziciok
egy részét elfoglalja, de nem vesz részt a szlir6halé kialakitdsadban. Az a feltételezésiink alakult ki
tehat, hogy a dimerizacids/oligomerizaciés felszinek szerkezetét megismerve, és azokat
mutdcid-szelektiven gatolva (egy ,decoy”-partnerrel, példaul) lehet6ség nyilhat a patogén
tarsuldsok okozta betegségek enyhitésére.
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@ nefrin
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52. ébra Podocin nefrin komplexek a) A podocin nefrin hetero tetramer modell sematikus képe. A csillagok a beépl'tett

lathaté nyilak az adott par patogematasa szerint vannak szinezve).

A podocin és nefrin esetében a molekulamodellezési eszkoztarat szerkezeti modellek
létrehozasdhoz hasznaltuk és a létrehozott modellek alapjan értelmeztiink klinikai
megfigyeléseket, tettiink javaslatot ujfajta beteggondozasi stratégidkra. Kisérleteket is
terveztiink és valdsitottunk meg, melyek a modellek korrekcidjat és megbizhatésaganak
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becslését szolgaltdk. A szamitdsok legfontosabb tanulsidga az volt, hogy a podocin és nefrin
hatékony kolcsonhatasdhoz a podocin képlékenysége, szabad fluktuaciéra valé képessége
szlikséges, amely a polimorf variacié altal 1étrehozott egyetlen aminosav csere altal is alapvet6en
sériil. Eredményeink itt arra szolgaltattak példat, hogy miként fejtheti ki fiziolégiai szempontbdl
is igen jelent6s hatdsat egy markdns szerkezeti valtozast nem okozé szerkezeti tényezd, a
rendszer dinamikai sajatsdgainak megvaltoztatdsan keresztiil.

3.5 Multimerizdcié és flexibilitds hatdsa acil-aminoacil peptiddzok miikédésére 516-521

A human acil-aminoacil peptidaz (AAP; vagy APEH: acilpeptid hidrolaz, esetleg OPH: oxidalt
fehérje hidrolaz, netan VGH: valproat glukuronid hidrolaz - néhany név amivel e fehérjét ideig
oraig illették) egy homotetramer szerin-protedz enzim, amely a szervezetlinkben els6sorban a
rosszul feltekeredett vagy oxidativ kdrosodast szenvedett fehérjék lebontasaban jatszik szerepet.
Az enzim az oligopeptidaz csalad (S9 proteazok) tagja, melyek a klasszikus szerin prote4dzoktdl
(mint példaul a kimotripszinszer(i és szubtilizinszer{ protedzok) leginkabb a méretiikben (~80
kDa, szemben a tripszin és a szubtilizin 25-30 kDa-javal) és a szelektivitdsukban kiilonb6znek:
legtobb oligopeptidadz csak a legfeljebb 30 aminosavboél all6 (oligo)peptidek hasitasat végzi. Az
oligopeptiddzok moduldris szerkezetiiek, egy hidroldz és egy propeller doménbdl allnak. A
harmadlagos szerkezetlik hasonl6, bar szekvencia-homolégidjuk alapvetéen a katalitikus triad
Ser-His-Asp aminosavait is tartalmazo hidroldz doménre korlatozdédik. A hidroldz-domén magja
a szekvencia C-termindlis szakaszabdl all, de dltaldban tartalmazza az N-termindlis egy rovidebb
szegmensét is, amely a hidrolaz felszinéhez kapcsoldddé hurkokat vagy hélix-hurok-hélix
motivumot alkot!1! (53. dbra).

a. b.

propeller :
domén~, 4B

CUEN

53. abra. Az oligopeptidazok szerkezeti felépitése: a.) sematikus abrazolasban és b.) a csalad tagjai koziil els6ként
meghatarozott, sertés-agybdl szarmazod prolil-oligopeptidaz szerkezetén (1h2w) keresztil. A 7-,lapat”-os propeller
domént zélddel, a hidrolazt kékkel jeldltem, a katalitikus tridd aminosavainak C-atomjait sargaval.

Az oligopeptidazok funkcionalis formaja a monomertdl a dimeren, tetrameren at a hexamerig
terjed. A homo-multimerizaciés kdlcsonhatasi kézpont a katalitikus domén felszinén talalhato (3-
él - a hidrolaz magjat alkoté 8 szalu B-redd legkiilsé tagja. Ez a (-él altalaban erdsen
kélcsonhatasra hajlamos, amiloidogén szekvencia-motivumokat hordoz. Azonban ezeknek az
asszociaciés motivumoknak a pontos szekvenciaja és a kélcsonhatasba 1ép6 monomerek relativ
orientacioja jelentGsen eltérhet.

A fehérjék multimerizaci6janak mddja és célja a mai napig vita targyat képezi. A fehérjék nagy
része homodimer formaban aktiv!12, de gyakori a homo- és heteroasszociacié6 magasabb foka is,
mig a human enzimek csak kb. 1/4-ének aktiv formaja monomer!13. A multimerizacié szamos
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elénnyel jar, amelyek részben a feliilet és a térfogat ardnydnak csokkenésébdl erednek:
visszaszorithatja a denaturaciot és a nem-specifikus asszociaciokat, novelheti az aktiv helyek
stabilitdsat a bels6é mozgas csokkentésével és térbeli védelmiik megerdsitésével, csokkentheti az
aggregacios hajlamot a kélcsonhatasra hajlamos régiok ledrnyékoldsaval, valamint lehetdvé teszi
a kooperativitast és az allosztériat!14116, A homo-multimer allapot a multimerizacié egy specialis
esete, mely a kolcsonhatidsra hajlamos fellileteket tartalmazé monomer egységek
valo tarsulassal; kialakulasahoz jelentds entropikus hatranyt kell a rendszernek lekiizdeni. Ehhez
homomer kontaktfeliiletek nagyfoku szelektivitdsara van sziikség, amelyet a bels6 dinamika, az
inzercidk és deléciok, valamint a kolcsonhatasi feltiletekt6l tavoli régiok finomhangolnak és
moduldlnak a kiilonb6zd funkcidk kialakitisa érdekében!!7.118, Ugyanakkor olyan példakat is
konnyen taldlhatunk, ahol elér§ topoldgidju vagy tagszamu homo-multimer formak azonos
funkciét toltenek be. Ezekben az esetekben az asszociacios feliiletek sokszor sem konzervaltak
vagy rogzitettek, a monomerek kiils6 fellilete mentén eltolédhatnak!16., A multimer formak
komplexitasa tehat lehet specifikus funkcidk kialakitdsanak eszkoze, vagy lehet semleges esetleg
adaptiv evolucios folyamatok eredménye is.

Az oligopeptidazok szerkezetének - mint az enzimek nagy részének - két, egymassal ellentétes
kritériumnak Kkell megfelelni: a szelektivitdst a katalitikus apparatus elrejtésével, mig a
hatékonysagot az aktiv koézponthoz valé akadalymentes hozzaférés biztositdsaval lehet
garantalni. Els6 ranézésre az oligopeptidazok topoldgiaja kivalgval alkalmas e feladatokra: a két
domén kozti tadgasabb iiregben elhelyezked6 aktiv helyet a propeller domén ledrnyékolja, de a
propeller domént atszel6 kdzponti csatorna formdajadban a szubsztrat be- és a termék kilépése
szamdra egy moduldlhaté méretli és polaritasu dtvonalat is biztosit. Ez a csatorna azonban, a
legtobb oligopeptiddz esetében annyira sziik, hogy csak teljesen letekeredett, legfeljebb egy tucat
aminosavbél 4l16 peptideket tud befogadni - ami aligha hatékony. gy a hidrolizis helyszinéhez
tovabbi Gtvonalaknak kell vezetniiik!11,

Egyes oligopeptidazok esetében a monomer forma felszinén, a két domén érintkezési feliilete
mentén tovabbi bejaratok taldlhatok, amelyet a propeller domén megrovidiilt vagy torzult
konformaciéju lapatjai hagynak szabadon. A DPP-IV esetében példaul az 1. és 2. lapat gorbiilete
alakit ki tdgas oldalsé nyilast!19. A csaldd mas tagjai, mint példaul a prolil-oligopeptidaz és az
oligopeptidaz B esetében viszont azt talaltak, hogy a monomer egységek a propeller és hidrolaz
domének csukld-szerli mozgasa révén szétnyilhatnak!20,121, {gy nyitva utat a katalitikus centrum
felé. Mindkét stratégia esetén azonban ismét felmeriil a szelektivitds kérdése - ha konnyen
megkozelithetévé valik a tadgas zsebben elhelyezked$ protedz apparatus, akkor vajon miként
valogatjak ki ezek az enzimek a hasitandd szubsztratokat az 6sszes tobbi oligopeptid és fehérje
kozil.  Els6dleges kérdésiink az AAP enzimekkel kapcsolatban tehat az volt, hogy a
doménmozgasok kindlta flexibilitds és a multimerizaci6 foka és mintazata 0sszefiigg-e, valamint
hogy egyiittm{ikodésiik vagy akar versengésiik hogyan befolydsolja a szubsztrat-szelekcids
folyamatokat és hatassal van-e a katalizis hatékonysagara.

Az AAP, szerkezetének Osszetettségén tul, fiziolégidnk szempontbdl is igen érdekes enzim. A
human, tetramer AAP mindenekel6tt exopeptiddz, az N-acetilezett (N-Ac) aminosavak
eltdvolitasat katalizdlja oligopeptidek és fehérjék N-terminusarél’?2. A fehérjék N-Ac
motivumdnak eltavolitdsa jelent6s valtozasokat eredményez olyan alapvetd fizikai-kémiai
tulajdonsagaikban, mint példaul a toltés, megvaltoztathatja a térszerkezetet, a szervezeten beliili
lokalizaciét és a fehérje-fehérje kolcsonhatdsokat, de talan az a legfontosabb hatdsa, hogy
befolyasolja az ubikvitindciét és - ezen keresztiil - a fehérje lebontdsdnak helyszinét és
id6pontjat!23124, Bar a fehérjék élettartamdnak a termindlis N-Ac hozzdaddsaval vagy
eltavolitasaval torténd szabalyozdsa még kordntsem tisztazott, az AAP jelentds szerepet jatszik a
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fehérjék érési és lebontdsi folyamataiban, valamint a proteaszéma kulcsfontossagii upstream
modulatora. Az AAP downregulaciéja az ubikvitin-proteaszdma rendszer (UPS) megzavarasa
révén a hibasan feltekeredett, oxidativ kdrosodast szenvedett fehérjék felhalmozddasahoz
vezet125126, Az UPS 0Osszetevlinek gatlasat rakellenes terdpids stratégiaként alkalmazzdak, és
intenziven kutatjak a lehetséges tovabbi célpontokat. gy az AAP-t is farmakolégiai célpontként
jelolték meg a petefészek1?7-, csont128.129- bEri30-, vastagbél-, tiid6131-, vesel32- és prosztatarakiss
bizonyos tipusaiban, és az érintett betegek sugarterapiajanak sikerében is szerepet jatszik134.

Az eml8s AAP szubsztrat-kore - az acetilalt fehérje vagy peptid terminusokon tul is - nagyon tag
és valtozatos. Kisérleti eredmények utalnak arra, hogy az AAP képes amiloid aggregatumok
hasitisara és ezen keresztiil a kognitiv fejl6dési folyamatok modulatora lehet!3s. Hozzajarul a
DNS-karosoddsok javitdsi mechanizmusaihoz!36 és az onkogén K-Ras fehérje
membranlokalizaci6jdhoz, valésziniileg a foszfatidil-szerinnel valé kolcsonhatidsa révénis’.
Irreverzibilisen gatolhaté karbapenem antibiotikumokkal!38 és organofoszfat peszticidekkel!3s
és hasitani képes egyes glukurondt metabolitokat!3® és foszfonsav-antibiotikumok lipofil
észtereit is140,

Vizsgdlataink soran fehérje-krisztallografiai és krio-elektronmikroszképos kisérleteket
végeztiink majd az eredményeket, klasszikus molekulamodellezési szamitdsok és QM/MM
szamitasok segitségével értelmeztiink - ez a téma adott szdmomra lehetdséget a fehérje
kristalyositds, és rontgendiffrakciés és krioelektronmikroszképids mérések, valamint a
szerkezet-meghatdrozas feladataiban val6é részvételhez. Az emlds eredetli (sertésmajbdl
tisztitott) AAP  kristalyositasi kisérleteivel parhuzamosan, két masik, koénnyebben
kristalyosithat6, 6sbaktérium eredet(i rendszert is vizsgaltunk - egy dimer és egy hexamer AAP-
t, melyek az emlés AAP tetramer szerkezetével késébb kiegésziilve egyediilallé lehet6séget
biztositottak a multimerizacié folyamatainak tanulmanyozasahoz.

A Pyrococcus Horikoshii AAP (PhAAP) hexamer formaban aktiv. Bir a hexamer elrendez6dés
egyediilallé a klasszikus szerin proteazok kozott, az intracelluldris protedzok tagabb csalddjan
beliill magas tagszamu, homo-multimer aktiv formaja van példaul a Gal6/bleomicin hidrolaznak,
a trikornis proteaznak, a Lon proteaznak vagy a proteaszoémak komplex rendszereinek.

A PhAAP hexamer kristalyszerkezetét 3 verziéban hataroztuk meg, melyek két kiilonb6z6
kristalyformaban kristalyosodtak. Két adatkészlet R32 szimmetridju kristalyokbol szarmazik,
ahol a hexamert felépit6 hat monomer kristalytanilag egyenértékli - azaz szerkezetiik azonos.
Ezek kozil az egyik az enzim nativ (wt PhAAP) szubsztratmentes formajat tartalmazza, mig a
masik az aktiv centrum Ser és His aminosavaihoz kovalensen kétott kléormetil-keton-inhibitorral
(CMK) kialakitott komplexet (wt PhAAP-CMK). A harmadik szerkezet ortorombos szimmetriajuy,
két szubsztratmentes S466A PhAAP (a
katalitikus szerin lecserélésével
eléallitott inaktivalt varians) hexamert
tartalmaz az aszimmetrikus egységben,
a hexame-ren belili monomerek

,{ szimmetriajara és topoldgiajara

: 2 vonatkozé krisz-tallografiai

WA korlatozasok nélkil. Mivel nem Aallt

' —g\ rendelkezésre molekularis
- M o wt PRAAP (H32N helyettesités modszerének alkalmaza-
3! @ wt PhAAP-CMK (H32) sat lehet6vé tevd, megfeleléen hasonld

® s ‘e .
S466APHAAR (P247421) kristalyszerkezet, nehézfém  séval

54. abra. A harom meghatarozott szerkezet, a szaggatott vonallal szarmazékolt kristalyokat hasznaltunk
bekeretezett monomer-egységek illesztése utan.

71



dnenyhard 394 25

a fazismeghatdrozdshoz. A méréseket a laboratériumunkban taldlhaté diffrak-tométer
segitségével, valamint szinkrotron forrasokndl (Deutsches Elektronen-Synchrotron (DESY) és
European Synchrotron Radiation Facility (ESRF)) végeztiik.

Az egyes hexamereken beliil és a kiilonb6z6 szerkezetek kozott is, a PAAAP monomer egységei
nagyon hasonléak voltak: a szubsztrat-mentes szerkezetre valé illesztés utan a Cq atomok rms
eltérése a wt PhAAP-CMK szerkezet esetében 0,23 A, az S466A PhAAP szerkezet 12 molekuldja
esetében pedig 0,25 és 0,41 A kozott volt. Tovabba az altalanos hexamer forma is meglehet6sen
hasonlé mindharom szerkezetben, ami azt jelzi, hogy a PhAAP hexamer egy jol meghatarozott
szerkezetl, szimmetrikus objektum; sem a katalitikus tridd elvesztése, sem a szubsztratkot6dés
nem okoz karakterisztikus valtozasokat (54. abra).

Az PhAAP monomer szerkezetét érdemes Kkicsit részletesebben attekinteni, hogy a késébb
felmertild tovabbi szerkezetek referencidjaként is lehessen haszndlni. A monomer egy kupola
alaku, hét lapatos B-propeller doménbél és az a/B-hidrolaz feltekeredési mintazatot mutato
katalitikus doménbdl all. A B-propeller domén minden egyes lapatja négy antiparallel -szalat
tartalmaz. A két domén kozott egy nagy (koriilbeliil 22 A 4tméréjii) iireg taldlhat6, amely az aktiv
helyet is tartalmazza. A két domén hatarfeliiletén egy oldalsé nyilas (12 x 16 A) talalhaté (a 2.
lapat alatt), amelyet az 1. és 3. lapat szegélyez. A 2. lapat ~ 7 A-el révidebb, mint mas
oligopeptiddzokban és el is van tolddva felfelé. A katalitikus S466 egy - rovidsége és topoldgiaja
miatt merev - hurkon helyezkedik, mely el egy B-szalat (a domén szerkezeti magjat alkoté nyolc-
szalud B-redé 5. szala) és egy hélixet kot 6ssze. Az S466 gerinckonformacidja igy a Ramachandran-
térkép optimuman kiviil esik, tehat a fehérje fold maga (is) aktivalja a katalitikus aminosavat,
nem csak a Ser-His-Asp triddban elfoglalt pozicidja. Ez a tulajdonsdg konzervalt az
oligopeptidazok kozott, mint ahogy az is, hogy a katalitikus tridd masik két tagja a szomszédos,
hosszabb hurkokon (His-hurok/Asp-hurok) helyezkedik el. Ezek a hurkok szintén a kézponti a 3-
redd szalair6l (a 7.-r6l és a 8.-rol) indulnak ki és abban a két hélixben végzddnek, melyek a
kozponti redé szélén, mint két oszlop, ,6rt allnak”. igy a His- és Asp-hurkok kozvetlen
kapcsolatot teremtenek az eltemetett katalitikus Ser és a domén felszine kozott.

A PhAAP esetében az Asp-hurok jol strukturdlt, 4 hurkon beliili H-hid kotéssel, hasonldan a
csalad tobbi tagjanak hasonl6 szegmenseihez. A PhAAP His-hurkanak jol meghatarozott jellege
azonban egyediilalls; 6 intra-loop H-hid kotés jarul hozza a belsd stabilitdsahoz. Az
oligopeptidazok kozott ilyen merev His-hurok egyetlen masik fehérjében talalhat6 csupan, a DPP
IV (dipeptidil peptidaz 1V) esetében, ahol ebben a régiéoban 4 H-hid kotés talalhatd. A tobbi
oligopeptidaz szerkezetében 0-2 intra-loop H-hid kotés talalhaté a megfelelé6 His-hurkokban -
kialakitott, és a domének kozti (hidrolaz-propeller tipusi) kélcsonhatasok hatarozzak meg. A
PhAAP-ban a His-hurkot és az Asp-hurkot a katalitikus H578-D546 kolcsonhatason kiviil 6t H-
hid kotés koti 6ssze egymadssal, de sem a His-, sem az Asp-hurok nem alakit ki kozvetlen
doménkozi kdlcsonhatdsokat a propeller doménnel. Ez azért van igy, mert érdekes modon ez a
két hurok a propeller roviditett 2-es lapatjaval szemben helyezkedik el és a belépdnyilast
szegélyezi, igy a katalitikus reakcidban vald részvétel mellett ezek a hurkok a szubsztratok
szlirésében és iranyitasaban is részt vehetnek (55. abra).
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propeller
domén Ny
hidrolaz vis
domén /
terminalis
(8.)B-szal
C.

55. abra. A meghatarozott PhAAP szerkezetek sajatsagai. a.) A PAAAP monomer domén-szerkezete. b.) A PhAAP
monomer hidroldz domén felépitése: a kozponti B-reddt, valamint a révid Ser-kanyarhoz, a His- és Asp-hurkokhoz
tartozo helixeket szinekkel kiemeltem (A Kkatalitkus tridd aminosavanak atomjait gémbokkel jelenitettem meg, a
katalitikus S466 kozépkék, a H578 sotétkék, az D546 pedig lila). ¢.) The PhAAP hexamer: dimerek trimere, azaz 3
dimer-parbdl épiil fel (viligoszold-sotétzold, vilagoskék-sotétkék és narancs-piros).

A PhAAP hexamerek dimerek trimereiként alakulnak ki, azaz itt 3 dimer-par asszociaciéjarol van
sz6, ahol a dimereken belill mind az eltemetett feliiletek nagysdga, mind a dimerizacié
szabadentalpia-hozzajarulasa kedvez6bb, mint a trimereké. A dimer kolcsonhatasi felszin két 3-
szal antiparallel orientaci6ju egymadshoz illeszkedése révén jon
létre. A hidrolaz domének amiloidogén terminalis 3-szala mellé
a szomszédos monomerek propeller doménjének egy
nyulvanya koordinalddik: a propeller 3. lapatjahoz csatlakozé
hosszu inzercié (26 aminosavat tartalmazé ,betoldas”) egy B-
konformadciéju szakasza (56. dbra).

A hexamer feliiletén harom nagy, kb. 20 x 30 A méret(i nyilas
talalhatd, amelyek csatornakként folytatédnak és a hexamer
koézepén egy nagy liregben egyesiilnek. Az egyes monomerek
ugy helyezkednek el, hogy a domének kozti belép6 nyilasok

befelé fordulnak és szintén a hexamer e kozponti liregéhez  56. abra. A PhAAP dimer felszinei:
kapcso]édnak szaggatott vonallal bekeretezve

A hexamerizacié tehat egy duplan ,kapuzott”, kompartmentalizalt bels6 teret hoz létre. A két
egymast kovetd nyilds - a hexamer felszinén, illetve a monomerek oldaldn talalhaté - és a koztiik
lévé komplex csatornarendszer elegend6nek tlinik a szubsztradtok szliréséhez: azok a
szubsztratok jutnak el a katalizis helyéhez és fognak ott proteolizist szenvedni, amelyek elég
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kicsik ahhoz, hogy a felszini nyilason keresztiil belépjenek kozponti iiregbe, és elég flexibilisek
ahhoz, hogy a monomer-nyildsokon is dthaladjanak.

PhAAP esetében tehat egy merev homomultimer struktira épiil fel. Az aktiv hely jol definialt - a
rovid, fesziilt hurkon elhelyezkedd aktiv Ser oldallancot az intra-domén H-hidakkal kimerevitett
His-hurok 4altal poziciondlt tridd His koordindlja. A monomer egységek permanens oldalsé
bejaratait a hexamerizacd rejti el, és a hexamerizacié nyujt elrejtettséget a hidroldz domén
felszinén taldlhat6 amiloidigén szdlnak is (57. 4abra). Nehéz itt ok-okozati Osszefliggés
megallapitani - de agy is tekinthetjiik ezt a folyamatot, hogy a hidrolaz domén ,ragadoés” B-élei
irdnyitjdk a monomerek egymashoz-rendezddését és a szubsztratszelekcids csatorna-rendszer
kialakulasat.

b.

57.abra. A PhAAP szerkezeteket tagolé nyilasok és csatornak. a.) A PhAAP hexamer szerkezete a felszini ,beléptet§-kapuval”. b.)
A hexamer belsejében taldlhaté tdgas, kozponti ilireg és a befelé forduld6 monomeregységek oldalsé nyildsa. Ebben a nézetben a
zolddel jelolt monomer oldalsé nyilasa lathatd: ezt jelzi a széles fekete nyil mely a (bekarikazott) katalitikus zsebbe (a propeller és
hidrolaz domének kozé zart térrészbe, mely az aktiv hely talalhatd) vezet és szintén lathatd a zsebet a kiilvilaggal” 6sszekotd sziik
propeller csatorna.

A masik altalunk (is) tanulmanyozott 6sbaktérium eredetli AAP (Aeropyrum pernix AAP: ApAAP)
homodimer formaban aktiv. Kordbban meghatarozott szerkezetei kompakt, zart konformaciot
mutattak, amelyben propeller domén megakadalyozza a szubsztrat hozzaférését mindkét
alegység aktiv centrumahoz!4!. Nekiink sikeriilt, nagyon hasonlé kristalyositasi koriillményeket
hasznalva, egészen masfajta szerkezeteket megfigyelniink. Munkank elsé szakaszaban az ApAAP
ligandum-mentes allapotanak szerkezetét tanulmanyoztuk, a wt enzim mellett két mutans
varians szerkezetét is vizsgalva, amelyekben a katalitikus Asp oldallancot Ala (D524A) illetve
Asn (D524N) oldallancra cseréltiik. A meghatarozott 4 szerkezet nyitott és zart monomerekbdl
felépiil6 ,felemas” dimerparokat, illetve egy esetben egy nyitott/nyitott dimert tartalmazott. A
szerkezetek egymdashoz nagyon hasonléak voltak, igy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
korabbi zart/zart dimerektdl eltéré konformaciok nem pusztan a mutacidék hatdsara jonnek
létre, hanem ezek az ApAAP robusztusnak tekinthetd, stabil allapotai.

Az ApAAP szerkezetének felnyilasa a hidroldz és a propeller domén egy kagyléhéj ~ 30°-os
felnyildsdhoz hasonlé merev-test elmozduldsa. A ,sarokpant’-ot (vagy zsanért) a hidrolaz
domén D376 aminosava alakitja ki, amely 6t doménkozi H-kotést képez, amelyek a nyitott
formaban is megmaradnak. Az ApAAP zart formajat tovabbi kiterjedt domén-kozi H-hid haldzat
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stabilizalja, azonban ezeknek a kdlcsonhatadsoknak nagy része a felnyilaskor elveszik. Leginkabb
a sarokpant régioval atellenes oldalon, a legnagyobb felnyilasnal taldlhaté régié érintett a
felnyilashoz kothetd atrendezddésekben; itt egy propeller domén-beli hurok és a vele szemben
elhelyezkedd, a katalitikus His-t hordozé hidrolaz hurok kélcsonhatasa alakit ki szoros kapcsot
zart allapotban. A katalitikus tridd D524 (a mutansok esetében A524, vagy N524) aminosavat
szerkezet felnyilasakor ez is atrendezédik. Az ApAAP nyitott formajaban az Asp/Ala/Asn-hurok
csupan eltolddik, mig a His-hurok jelent6s konformacios valtozason megy keresztiil, és teljes
egészében oldoszer-hozzaférhetdvé valik. Az Asp/Ala/Asn-hurok gerincszerkezeti atomjaihoz
tartozo B-faktorok (azaz a mozgékonysag) novekedése 20-30%-os, mig a His-hurok esetében 40-
50%-0s. Bar ez utébbi nem jol felbonthaté az elektronsiirtiségi-térképeken fokozott
rugalmassaga miatt, a gerincvonala azonosithato, igy megallapithattuk, hogy a katalitikus His Ca
atomja a kiilonboz6 szerkezetekben 3,4-5,0 A-t mozdul el a szerkezet felnyilasa kovetkeztében.
Ez a merev monomerekbol épitkezé hexamer PhAAP esetével épp ellentétes, ott a hurkokon
beliili H-hidak formaljak ezeket a fontos szegmenseket, mig az ApAAP esetében inter-domén
kolcsonhatasok. A His-hurok atrendezddése funkcionalis jelent6séggel bir, a nyitott forma
esetében tapasztalt elmozduldsa és destabilizacidéja a katalitikus tridd széteséséhez vezet.
Mindezek alapjan arra a elképzelésre jutottunk, hogy bar az ApAAP nyitott formadja
hozzaférhet6vé teszi az aktiv helyet, az enzim csak azokat a ligandumokat fogja elhasitani,
amelyre ra tud zarddni, azaz amelyek kompatibilisek a zart konformer térbeli és elektrosztatikai
mintazataval.

Az ApAAP felnyilasakor oldoszer-hozzaférhetévé valo feliiletek majdnem ugyanannyi hidroféb,
mint hidrofil aminosavat tartalmaznak (55, illetve 45%). Mivel a nyitott és zart formak harom
esetben is 1:1 aranyban jelentek meg a kristalyszerkezetekben, ugy tiinik, hogy ennek a két
konformaciénak az energiaja nem tér el jelentésen. gy, bar a nyitott formaban az eredeti (inter-
domén) kapcsolatok nagy része elvész, a polaris oldallancok szolvatacidja valosziniileg
kompenzalja az ehhez tartoz6 energiaveszteséget. Figyelembe véve azt is, hogy méréseink
szerint az enzim nagyon hatékony katalizator (amit a magas, ~ 8 uM-1s-1-es Kcar/Km értéke is
jelez), arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az enzim egyensulyi allapota, a nyitott és zart
formdak gyors, dinamikus egyensulyaként képzelhetd el.

Feltételezésiink alatdmasztasahoz az enzim specifikus inhibitorokkal képzett komplexeinek
szerkezetét is meghataroztuk. A komplexeket két eltéré megkozelitést alkalmazva allitottuk el6:
az egyik esetben egylitt kristalyositottuk az ApAAP és a benziloxokarbonil-Gly-Gly-Phe-
klorometil-keton (BzGGF-CMK) inhibitor 1:2.5 aranya keverékét, a masik esetben az ApAAP
nyitott/zart vegyes-dimereit tartalmazé Kkristalyokat aztattunk be az inhibitort tartalmazé
oldatba. Az els6 eljaras zart/zart topoldgidja ApAAP-inhibitor dimer-parokat eredményezett,
mig a masodik esetben a nyitott/zart dimereknek csak a zart monomeréhez kotédott hozza a

58.abra. Az ApAAP dimer
altaluk meghatarozott
szerkezeteinek sematikus
képe. a.) A ApAAP
ligandummentes allapotanak
nyitott/zart topoldgiaju
szerkezete. b.) Az ApAAP/BzGGF-
CMK komplex zart/zart
szerkezete. c¢.) A nyitott/zart

e

gdmbdok az inhibitort jel6lik.
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kovalens inhibitor (58. abra), igy nem csak konformaciéjukra, de 6sszetételiikre nézve is felemas
dimereket kaptunk. (59. dbra).

Ezek eredmények alatamasztottak az a feltételezéslinket, hogy az ApAAP nyitott formaja inaktiv
konformaci6. A meghatarozott kristalyszerkezetek alapjan az is kijelenthet6 volt, hogy a zart
forma kis ligandumok szamara athatolhaté: az el6re elkészitett kristalyhoz adott inhibitor képes
volt elérni a zart monomerek aktiv centrumat, amit csak ugy lehet elképzelni, hogy a propeller
domén sziik csatornajan keresztil haladva tette ezt - hiszen a kristalyszerkezet pakol6édasa nem
teszi lehet6vé, hogy a zart forma atmenetileg felnyiljon (vagy jelentésen atrendezd6djon)
alternativ hozzaférési atvonalakat hozva létre.

59. abra. A PhAAP-BzGGF-CMK komplex nyitott / zart szerkezete: az
eléreformalt apo-kristaly bedztatdsaval nyert hibrid struktura (alul az inaktiv,
ligandummentes nyitott monomer, feliil a zart as ligandum-kététt monomer
lathat6 (az aktiv hely aminosavainak C atomjait sargaval, az inhibitort lilaval
jel6ltem, a hidroldz domén vildgoskék, a propeller domén z61d).

Azért, hogy jobban megértsik a ApAAP ligandumkotési-kapacitasat, két ismert peptid-
szubsztratjaval képzett komplexének szerkezetét vizsgaltuk MD szimulacidk segitségével: az
egyik 9 aminosav hosszusagi (EALFQGPFA; a tovabbiakban L1), a masik 7 aminosav hosszisagu
(GFEPFRA; a tovabbiakban L2). Az ApAAP az oligopeptid szubsztratjait Phe (és - 1ényegesen
kisebb aktivitassal - Leu) oldallancok utan hasitja. Az L1 esetében az els6dleges hasadasi hely a
F4, mig az L2 esetében az F2. A szubsztratokat a zart ApAAP-monomer ligandumkoét6 zsebébe
épitettiik be ugy, hogy az elsédleges hasadasi helylik P1-oldallancai a kristalyszerkezetben
talalhat6 CMK-inhibitoréval legyenek atfedésben. Ezutan MCMM moddszerrel optimaltuk a
szubsztratok helyzetét és konformacidjat, majd az eldallitott komplexek 200 ns-os MD-
szimulacidja kovetkezett, mely soran a szubsztratok a domének kozotti tagas iiregben stabil
kotbhelyet talaltak anélkil, hogy az enzim zart formajanak szerkezetét megzavartak volna: az
ApAAP monomer kristalyszerkezetek-beli és a szimulacidval szarmaztatott gerincszerkezetét 1,1
és 1,2 A kozotti rmsd értékekkel lehetett illeszteni. Az oxi-anion zseb gerinc-amid csoportjaival
kialakitott két konzervalt H-hid és a P1 Phe oldallanccal kompatibilis S1 zsebbel kialakitott
kolcsonhatasok a szubsztratokat a katalitikus tridd kdzelében tartjak (a katalitikus S455 Oy1 és a
hidrolizalandé peptid kotés karbonil C atomja kozotti tavolsag 3,4+0,2 és 3,3+0,2 A volt, az
ApAAP-L1 és az ApAAP-L2 esetében) kényszerfeltételek alkalmazasa nélkiil is. Azonban ehhez a
domének kozelsége is sziikséges, melyet a zart konformdaci6 garantal: a P2, P4’ és P5’
pozicidkban talalhaté oldalldncokat befogadd zsebek kialakitdsdban a hidrolaz és a propeller
domén aminosavai egyarant részt vesznek (60. dbra).
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60. abra. Az ApAAP-L1 és ApAAP-L2 komplexek MD szimulacidval szamitott szerkezetei. a.) A szimulaci6é 100-
200 ns-os iddtartomanyahoz tartoz6 (a gerincatomok mozgékonysagat jellemzd) B-faktorok (propellerdomén, zéld;
hidrolazdomén, cian és kék; ligandum, magenta és lila; a szubsztrat aminosavak jel6lése Schechter & Berger (1967)
nomenklatira szerint tortént): feliil az ApAAP aminosavaira, alul a szubsztrat esetében szamitott értékek lathatok, a
szekvencia fiiggvényében. b.) Az egyensulyi szakaszhoz tartozé szubsztrat konformaciok (klaszter kozép-szerkezetek)
az ApAAP-L1 (fent) és az ApAAP-L2 (lent) komplexek esetében. c.) A két komplex dsszevetése (MD szimuldcié soran
leggyakrabban el6fordulé konforméciéban): ApAAP-t molekulafeliileteként dbrazolva, a propellercsatorna alatti tdgas
belsé iiregben kotott szubsztratokkal (keresztmetszet; a propellerdomén zdlddel, a hidrolazdomén ciankékkel, az L1
és L2 szubsztratok magentaval, illetve lilaval vannak jel6lve). d.-e.) Kézelkép a szubsztrat-kotd tiregrél. Az L1 (d) P1
Phe-ja az S1 specificitasi zsebbe meriil, mig a P2 Leu és a P4’ Phe a két domén altal kialakitott hidroféb zsebekbe
illeszkedik. Az L2 (e) P4’ Arg-oldallanca a hidroféb feliilettdl a propellercsatorna felé huzédik.

Az ApAAP nyitott formaja tehat a lehetséges szubsztratok ,begytijt6jeként” és elGsziirdjeként
funkcionalhat, azok tényleges hasitasa azonban valo6sziniileg csak akkor térténik meg, ha az
enzim képes tjra bezarddni, hogy a kotézsebek és - a His-hurok stabilizaciéjan keresztiil - a
katalitikus triad is Gjra-formalédhasson.

Az eml6s AAP szerkezetmeghatarozasi kisérletei hosszii multra tekintenek vissza. A fehérje
el6allitasardl, tisztitasardl és a krisztallografiai vizsgalatok el6zetes eredményei sz6l6
jelentések142143 ellenére az eml6s AAP szerkezetét a felfedezésel4t 6ta eltelt tobb mint négy
évtized alatt nem sikertult meghatarozni. Az archedlis és bakteridlis AAP-k szerkezetei nem
alkalmasak az emlés AAP szerkezetének modellezésére (kiilonosen a kutatasunk kezdeti
szakaszaban hozzaférhet6 homoldgia-modellez6 eljarasokat alkalmazva), mivel nem csak
alacsony szekvencia-azonossagot mutatnak az emlés enzimmel (13-20%), hanem eltéré
oligomer formakat is vesznek fel. Mivel nem jart sikerrel a humdan fehérje bakteridlis
expresszidja (kutatocsoportunkban), gy dontottiink, hogy optimalizaljuk az AAP sertésmajbol
valo izolacidjanak és tisztitdsanak protokolljatl4s, és az igy nyert fehérjével (pAAP) fogjuk a

77



dnenyhard 394 25

szerkezetmeghatarozast megkisérelni. Ezt a munkat javarészt Kiss-Szeman Anna (akkor még)
PhD hallgaténk végezte. Szdmos kristalyformat sikeriilt el6allitanunk és a kristalyokrdl a
laboratériumunkban taldlhaté diffraktométerrel és tobb eurdpai szinkrotron-forras specializalt
mérballomasindl adatkészleteket gy(ijteniink, de a szerkezetmeghatarozas nekiink sem sikertlt:
a kristalyok vagy nagyon vékonyak voltak és igy a szoras-képiik is - legaldbb egy iranyban -
nagyon alacsony felbontasu volt, vagy kilonbozd fajta ikrességet mutattak (leggyakrabban
merohedralis ikrességet), ami megakadalyozta az adatfeldolgozast (61. abra).

61. abra. A pAAP Kkristalyai és egy tipikus (ikres) szorasi kép. A bemutatott kristalyokat az Kiss-Szeman Anna PhD
hallgatdnk allitotta el6, az dltala sertésmajbol kivont és tisztitott pAAP-t felhasznalva.

A nagy attorést a krio-elekronmikroszkdpias (krio-EM) technikdhoz val6 hozzaféréstink hozta el,
amely a fehérje mérete folytan (krio-EM-el a nagyobb rendszerek jobban vizsgalhatéak)
idealisnak mutatkozott ennek a problémanak a megoldasahoz.

Els6ként a pAAP tetramer ligandum-mentes allapotanak szerkezetét hataroztuk meg 3,3 A
felbontassal (a mérést JEOL CryoARM 300 Kkésziilékkel végezték Japanban a JEOL
laboratériumaban, 1200 mikrografot rogzitve - az adatfeldolgozas azonban mar csoportunkban
tortént: a 3D rekonstrukciét (szerkezetmegoldast) Kiss-Szeman Anna PhD hallgaténk végezte,
Dr. Harmat Veronika és jdmagam a modellalkotas egyes lépéseihez asszisztaltunk (korrekciok,
szimmetria- és pixel-méret meghatarozas, szerkezet-épités, validaci6) - ez a kés6bb
bemutatdsra keriil6 AAP krio-EM szerkezetek esetében is igy volt. A teljes szerkezet toroid
alaky, D2 szimmetriat mutat. Két nagy nyilas talalhaté a kiils6 (oldészer-hozzaférhetd) felszinen,
amelyek egy kozponti liregbe vezetnek, ahonnan a monomer egységek aktiv helyei elérheték -
nagyon hasonlé médon, mint a PAAAP hexamer szerkezete esetében (62. abra, 63. abra: a,b.).

J37 @ 2D Class

u e &

62. abra. A ligandum-mentes pAAP Kkrio-EM szerkezetmeghatarozasa. Jobbrol egy tipikus részecske kivalasztasi
1épés (a 3D rekonstrukcié végiil 50000 2D projekcid alapjan tortént), balrél a meghatarozott krio-EM térkép lathato,
felbontas szerint szinezve.

A meghatarozott szerkezet dinamikai sajatsdgainak jellemzésére, valamint a krio-EM térképbe
nem beépitheté (hidnyzdé) szakaszok modellezésére szamitasokat végeztiink, kiindulasi
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modellként a kisérletileg meghatarozott szerkezetet haszndlva. A hidnyz6 szakaszokat (1-9, 39,
110-115, 183-198, 496-497) manualisan épitettiik be a modellbe (és energia-minimalizacids
eljarassal optimaltuk), majd az Uj hurkok koziil a leghosszabbat (183-198 szegmens) 500
1épéses MCMM-LMOD konformacios keresésnek vetettiik ala, a modell tobbi részét befagyasztva.
A Kkeresésbdl szarmazé alacsony energidju konformerek koziill azt valasztottuk ki, mely
leginkabb volt Osszeegyeztethet6 a kisérletileg meghatarozott krio-EM térképpel. Az igy
kiegésziilt szerkezetet hasznaltuk a teljes tetramerre vonatkozé MD szimulacié kiindulasi
szerkezeteként. A szimulacié egyensulyi szakaszahoz tartozdé szerkezeteket klasztereztiik a
modellezett hurkok konformécidéja szerint, majd a leggyakrabban el6fordulé hurok-
konforméaciokat (mint sokasagot) épitettiik be a kisérleti térkép alapjan meghatarozott
szerkezetbe. Ez a végsé modell tehat a szekvencia ~95%-a mentén a kisérletileg meghatarozott
atompoziciokat tartalmazza, a hianyzé szakaszokat pedig a szamitott sokasagok reprezentaljak
(63. abra: c-e.). Ezt a modellt hasznaltuk a szerkezetet atszové csatornak, kotdzsebek,
tetramerizacios felszinek, be- és ki-1épési utvonalak tanulmanyozasahoz.

a. b.

63. abra. A ligandum-mentes pAAP krio-EM szerkezete. a.) A pAAP tetramert felépité tagas oldalsé nyilassal
rendelkez6 monomerek szerkezete. b.) Az atomi modellhez tartozé molekularis felszin - a toroid forma 3 nézetbél. c.)
A tetramer pAAP MD szimulaci6janak eredménye (az egyensulyi szakaszhoz tartozé klaszter kozép-szerkezetek). d.)
Az MD szimulaci6 soran el6fordulé monomer konformacidk, kékkel kiemelve a két hosszabb, a kisérleti térkép alapjan
épitett modellbdl hidnyz6 szakaszt: a 110-115 szegmens vildgoskék, 183-198 szakasz sotétkék. e.) A kiegészitett
modell, melyben a felszini bejaratot akar teljesen el is takarhatja a 183-198 ,kapu-6r” szegmens.

A pAAP monomerek nyitott konformacidjuak, a propeller és hidrolaz domének~ 40°-kal nyilnak
szét, igy a 2. lapat alatti aktiv centrum kozelében egy tagas bejarat keletkezik, amely a tetramer
kozponti iirege felé fordul. Ez az oldals6 nyilas hasonlé méret(i, mint az ApAAP nyitott formaja
esetében. Azonban mig az ApAAP esetében az enzim nyugalmi allapotat inaktivalt nyitott és
katalitikusan kompetens zart konformerek dinamikus egyensulya alakitja, a pAAP tetramert

79



dnenyhard 394 25

felépitd monomerek merevek - a domének relativ poziciéjat a tetramer kontaktusok rogzitik. A
pAAP monomer bejaratat a 3.-5. propeller lapatok hurkai lesziikitik kissé, de igy is 20-25 A a
belépési atmérdje.

A pAAP monomerének szerkezetét Osszehasonlitva az S9 csaldd kordbban meghatarozott
tagjainak szerkezetével, harom egyedi inzerciot (betoldast - olyan szakaszt, amelynek nincs
megfelel6je a kanonikus szekvencidban) fedezhetiink fel a felszinén (64. 4bra). A 1. lapat mind a
négy szala megnyult és kitiiremkedik a propeller domén kiils6 felszinébdl (1. inzercio). A 3. lapat
is tartalmaz egy szokatlanul hosszud inzerciot (2. inzerci6), amely egy keresztezett hurkot alkot
és hozzajarul a tetramer bejaratanak kialakitdsahoz. Valamint a hidrolaz domén szekvenciajaban
is talalhato egy kiteredt, f6ként hidroféb oldallancokat tartalmazé inzerci6 (3. inzerci6).

a b.

2.inzercio: a 3. lapat a tetramer

belseje felé nytlé betolda :az 1.lapat

in felé megnyuijtott

sl hidrof()bhurokal.lidroléz
~ L doménen

64. abra. A pAAP emlés-specifikus inzercidi és a tetramer kontakt felszinek. a.) A pAAP monomer (vilagos és
sotétzolddel abrazolva) és az S9 csaladba tartozd fehérjék monomereinek szerkezetei (minden kisérletileg
meghatarozott idetartozé szerkezet - sziirkével jelolve) egymasra illesztve. A narancssarga, piros és sarga korok
jelolik a pAAP a kanonikus szerkezeten tilnyulé szegmenseit. b.) A tetramer forma, melyen az inzerciék az a.)
panelnek megfeleléen vannak szinezve. Lathatd, hogy az inzercidk jelentds szerephez jutnak a tetramer kontaktusok
kialakitasaban.

A tetramer szerkezetet 1étrehozd inter-monomer koélcsonhatasi felszineket a PISA szerver!4é
segitségével azonositottuk és rangsoroltuk. Harom ilyen felszint talaltunk, melyekre a PISA a
kovetkez6 kolcsonhatasi energidkat és komplexképz6dési szignifikancia pontszamokat (CSS - ez
a 0-1ig terjedd érték azt fejezi ki, hogy az adott felszin milyen mértékben jarul hozza a komplex
stabilitdsdhoz) becsiilte: els6dleges feliilet: -37,9 kcal/mol, CSS=1,0; masodlagos feliilet: -11,0
kcal/mol, CSS=1,0; harmadlagos feliilet: -5,7 kcal/mol, CSS=0,08. Mindharom emlés-specifikus
inzert részt vesz a tetramer kulcsfontossagu kolcsonhatasi feliileteinek kialakitasaban. Az
els6dleges kolcsonhatasi feliiletet tobbek kozott a hidrolaz domén koézponti B-reddjének
legkiilsé [B-szdla, valamint a 2. és 3. inzerciés szegmensek alakitjdk ki. A masodlagos (az
els6dleges felszinre merdéleges) kolcsonhatasi feliiletet az 1. inzerciés szegmensek hozzak 1étre.
Ez egy domén-csere kolcsonhatds - a szomszédos monomerek 1. propeller-lapatjai egymasra
fonédva, a szomszéd propellerébe illeszkednek. Egy harmadik, joval kisebb koélcsonhatasi
feliiletet is talaltunk: a 2. inzert elég hosszu ahhoz, hogy ne csak a tetramer kiilsé felszinét érje el,
és a szomszédos egység hidrolaz doménje mentén kanyarogjon (az els6dleges felszin részét
képezve), hanem a pérus mentén egészen a szemkozti oldalon 1évé monomerig haladjon, a teljes
tetramert egybeflizve. Mivel az 1-3. inzertek csak a pAAP-ban (és a szekvencia-illesztés szerint a
human AAP-ban) jelennek meg, az altalunk meghatarozott tetramer forma is csak az emlés AAP-
k esetében tud felépiilni.

A pAAP tetramer komplex belsejében elrejtett aktiv helyekhez két utvonal vezet: a szokatlanul
széles propellercsatornan vagy a tetramer pdruson és a monomer oldalsé nyildsan at. A
propellercsatorna atjarhatésagat az FTMap szerversé segitségével igazoltuk, amely kis méretii
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ligandumok szamara keres alkalmas kotShelyeket fehérjék felszinén: a propellercsatorna
mentén tobb ilyen kotShelyet is azonositottunk (65. abra).

65. abra. Az FTMap szerverrel86 azonositott kis-molekulas kotéhelyek a pAAP monomerének propeller-
csatornaja mentén a.) oldal- és b.) feliil-nézetbdl.

Tetramer poruson majd a kdzponti liregen keresztiil haladé utvonalak feltérképezését az MD
szimulaciéval elballitott trajektoria analizisével kezdtiik. A krio-EM térképen nem feloldhato
szegmensek az MD szimulacié soran is flexibilisnek bizonyultak. Két kiilondsen mozgékony
régiot talaltunk. Az egyik az 2. inzert kiils6 szegmense, amely a tetramer két ellentétes feliiletén
a felszini pérusok alakjat és méretét alakitja ki, a masik pedig a 2. lapat 110-117 szakasza, amely
a belsé treg felé nyitott monomer egységek bejaratat 6rzi, ahol a tetramerizacié révén mind a
négy monomer megfelelé szegmensei egymas kozelébe keriilnek. Mindkett6 megakadalyozhatja
a szubsztratok tovabbi elérehaladasat, igy erre a két szegmensre, mint a bejaratot védd
sorompokra tekinthetiink (66. dbra).

a.
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66. abra. A pAA tetramer esetében szamitott sokasag mozgékonysag-vizsgalata. a.) Az gerinc-atomok
(aminosavanként atlagolt) mozgékonysagat illusztralé szamitott B-faktorok. Az inzercidkat ellipszisek jelzik (1.
inzert: narancssarga, 2. inzert: piros, 3. inzert: sarga), a kiemelked6en mozgékony régidkat téglalapok: vildgoskékkel
belsd-, sotétkékkel a kiils6 ,sorompd”-kat alkotd szegmenseket jeloltem. Az 1. és 3. inzertek és a 2. inzert terminalis
szakaszai, mivel a tetramer-struktira felépitésében vesznek részt - jol meghatarozott szerkezetiiek (alacsony
mozgékonysag). b.) Az MD szimulacid soran el6allitott egyenstlyi sokasag a kapuzaré hurkokkal.
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Elvégeztiik a hibrid modelliink csatorna-elemzését is, azaz megvizsgaltuk (a MOLE szervert
alkalmazval47), hogy milyen jaratok szelik at a tetramer struktdrat. Azt talaltuk, hogy az MD
szimulacié altal 1étrehozott sokasagokkal kiegészitett kisérleti szerkezet a kapuzar6 régiokat
tekintve nyitott és zart konformaciék — mint két végpont - kozott ingadozik. A nyitott szerkezet a
tetramer péruson és a kozponti tagas iiregen keresztiil egy ~ 80 A hosszii csatornat biztosit a
monomer oldalsé nyildsokhoz és az aktiv helyekhez, mig a zart szerkezet esetében a katalitikus
triddot csak egy lényegesen sziikebb (~60% atmérdjii) csatornan keresztiil lehet elérni. Am a
kiilsé pérustél az aktiv centrumig tarté hosszu csatorna szélessége (legsziikebb pontjan 9-10 A)
is csak éppen elégséges ahhoz, hogy a strukturalatlan - vagy letekeredett - fehérjeszakaszok
vagy oligopeptidek elérjék a katalitikus apparatust (67. dbra). A kiils6 pérus kinyilasa viszonylag
gyakori jelenség volt a szimulaci6 soran - az egyensulyi sokasaghoz tartoz6 szerkezetek 25,3%-a
tartozik ebbe az osztalyba (mig 24,9%-a zart kategoriaba sorolhatd, a szerkezetek 49,8%-a pedig
valamilyen koéztes konformacidban hordozza a kiilsé kapuzar6é hurkot), és az egyensulyi
trajektoria f6komponens-elemzése is ezt a mozgast azonositotta a szerkezet legjelent6sebb
fluktuaciéjaként. Ezzel szemben a bels6 kapu teljes felnyilasa ritka esemény (a szerkezetek
4,2%-a ilyen). Az eredmények arra utalnak, hogy a pAAP két legrugalmasabb régioja egylittesen
egy kétkapus sorompoé-rendszert alkot, amely azon nagyobb szubsztratok (pl. oligopeptidek,
fehérjeszegmensek) belépését szabalyozza, amelyek nem képesek athaladni a joval szlikebb
(még a legnyitottabb konformerek esetében is csak ~ 6 A atméréjii) propellercsatornan.
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67. abra. A pAAP kapuzaré (vagy sorompd) régidi altal kialakitott csatornarendszerek és poérusok. a.) A
kapuzaré szegmensek zart (feliil) és nyitott (alul) allapotdhoz tartozd, a ,kiilvilag” -bdl és az aktiv hely felé vezetd
csatornak képe (bal oldal, szlirke tubulusok) és keresztmetszete (jobb oldal). b.) A kapuzaré hurkok toltéssel
rendelkez6 aminosavainak elhelyezkedése (nyitott soromp6allas mellett).

A kiils6 kapuzaré hurkok nagyszamu toltott és polaros aminosavat tartalmaznak, toltés szerint
elkiiloniilé szegmensekben: a 168KKRPK172 (pozitiv) szakaszt a 185TGSDDE190 (negativ) motivum
koveti, majd egy 193RTKK1% (pozitiv) szegmens. A belép6 szubsztratoknak két ilyen kapuzaré-
hurok kozott kell athaladniuk. Arra gondoltunk, hogy ezek az er6sen toltott kdzpontok a
szubsztratok letekeredéséhez jarulhatnak hozza, azok bels6 sé6- és H-hid kolcsonhatasainak
lecsatolasaval, masodlagos és harmadlagos szerkezetiik destabilizalasaval. A hosszu hurkok
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flexibilitasa lehet6vé teszi a szubsztratok széles korével valo kolcsonhatast. Figyelemre méltd,
hogy ennek a régionak a kozepén, a negativ toltésii szakaszon elhelyezked6 S187-t foszforilacios
helyként azonositottdk (a human AAP esetében, ahol szintén megtalalhat6)148. Az itt torténd
foszforilaci6 még hatarozottabba tenné a negativ toltést, ami a két kapuzaré hurok egymast kozti
és a szubsztratokkal kialakitott kélcsonhatasat is befolydsolna, igy az AAP miikddésének
lehetséges szabalyozasi modjat kinalja.

Talan a legfontosabb megfigyelésiink a meghatarozott pAAP szerkezettel kapcsolatban azonban
az volt, hogy az enzim ligandum-mentes formajanak aktiv helye is konformacids sokszintiséget
mutat. A szerkezet-finomitds korai szakaszaban mar nyilvanvaldva valt, hogy a katalitikus Ser-t
hordozé rovid Ser-hurok - valéjadban a hidroldz-domén kézponti B-red6jének 5. szalat és egy
hélixet 6sszekotd feszes kanyarulat - a pAAP-ban fellazul. A katalitikus Ser helyén egy kiilonos
alaky, a Ser oldallancndl joval nagyobb toltésstir(iség volt lathat6 a krio-EM térképen. Az MD
szimulacié altal 1étrehozott trajektéria klaszterezése is azt az eredményt szolgaltatta, hogy a
katalitikus Ser és kornyezete — leginkabb a 3-szal utolsé par aminosava - sokféle konformaciét
mintavételez. Mig a katalitikus His és Asp oldallancok megtartottdk a helyzetiiket és a koztiik
létrejott H-hid is intakt volt az egyensulyi sokasdg szerkezeteinek tobb mint 97%-ban, a
katalitikus Ser és His kozti H-hidas kapcsolat csak a szerkezetek 16,3%-ban volt jelen (68. abra:
c.). A szerkezetek jelentds hanyaddban a Ser a His-t8l elfordul es elmozdul, és a Ser-hez
felvezetd B-szal részben letekeredik. Ez az eredmény arra utal, hogy a pAAP ligandum-mentes
allapotara is aktiv és inaktivalt formak egyensulyaként kell tekinteni, mint ahogy azt az ApAAP
esetében is lattuk, de itt nem a doménmozgasok (kagylészerl felnyilas és zarddas), hanem a
katalitikus apparatus szét-csatolddasa hozza létre az inaktivalt formakat.

d.
oxvanio;‘
khinding site OO S

68. abra. A rendezetlen Ser-hurok a pAAP szerkezetében. a.) 3D variabilitas elemzés felfedte az aktiv hely
kozelében a C1 szimmetridju térkép valtozékonysagat (a zold és magenta gerincvonalak a végsé modelleket mutatjak
(aktiv, illetve latens allapotban). b.) A két széls6-allapot modellje, azonos nézetbdl. ¢.) Az MD szimulacié soran
eléallitott egyenstlyi sokasagban mintavételezett konformaciok: klaszter-kozépszerkezetek mutatjak az aktiv hely
kornyékének kiilonbozo elrendezddéseit. d.) A végs6 modell a D2 szimmetriaju térképbe épitve.
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Megkiséreltiik ennek a konformaciés sokféleségnek a nyomat a krio-EM térképen is fellelni. Bar
a végsd modell felépitéséhez létrehozott 3D rekonstrukcié el6allitasakor D2 szimmetriat
alkalmaztunk, a C1 szimmetridjd rekonstrukciéhoz visszatérve 3D variabilitasi analizist
végeztiink - azaz egy f6komponens analizisre hasonlité szamitds soran meghataroztuk a
térképben legnagyobb valtozatossagot mutaté régiot és azokat a széls6séges térkép-variansokat,
amik kozott az ingadozik. Ez az analizis is azt az eredményt szolgdaltatta, hogy a kdzponti
régiéban a katalitikus Ser konformacidja a legvaltozékonyabb, és a ,széls6érték-térképeken”
felismerhetdek voltak az MD szimulaciéban azonositott aktiv és latens konformaciok. Ezeket
épitettiik be végiil a végs6 modelliinkbe is, ami igy 2 végponti konformaciora bontja a katalitikus
Ser és kozvetlen kornyezetének (a S587 és az 584-591 szegmens) elrendezddését: az egyik a
katalitikus apparatus aktiv, a masik pedig latens allapotdnak tekinthetd, konformaciojuk és a
hozzajuk tartozé H-kotés halézat alapjan. Latens allapotban a katalitikus S587 2,4 A-el tavolabb
keriil a katalitikus H707-t6] (Co. atomok tavolsagat mérve), ami a Ser-Oy atomjat 3,8 A-re helyezi
a His NE2-jét6], mig az aktiv konformaciéban 2,5 A-re vannak egymastél (68. abra).

Mivel az 584-591 szegmens konformacios heterogenitdsa az egymastol tavol esé katalitikus
helyekre korlatozédik (amelyek, a kozelebb esé parok esetén is tobb mint 30 A-re vannak
egymastdl (Ser587 Ca-nal mérve)) és nem talaltuk ezen régidk kozt semmiféle (kozvetlen)
szerkezeti kapcsolatot, ezért ésszer(i feltételezni, hogy a Ser-hurok kiilonb6z6 konformacids
allapotai egyenletesen oszlanak el az monomerek koézott (mind idében, mind térben). Ezek a
valtozékony régiok a tetramer szerkezet mélyén vannak elrejtve, az adatfeldolgozas soran nem
eredményeztek olyan globalis szerkezeti kiilonbségeket, amelyek kimutathaték lettek volna, igy
nem tudtunk a kiilénb6z6 allapotokhoz tartozé 2D vetiileteket kiilon osztalyokba gyiijteni, hogy
azokbdl aztan fiiggetlen 3D rekonstrukcidkat készithessiink. A végleges modellt ezért nem a 4,1
A felbontast C1 szimmetriaju térképbe, hanem a jelentésen jobb felbontasu (3,27 A) D2
szimmetria mentén atlagolt térkép alapjan épitettiik, azaz mind a 4 monomerhez ugyanaz a
kiatlagolt térkép tartozott.

A Kkatalitikus triad inaktivalodasara vannak mas példak is monomer vagy dimer S9 proteazok
nyitott konformereinek esetében!2? (az egyik pont az Aaltalunk meghatarozott ApAAP
szerkezetekben), de ezekben a rendszerekben az inaktivacio a His-hurok destabilizalodasan
tartalmazza a legjobb tudomasunk szerint még nem szamoltak be. Erdekes kérdés volt tehat,
hogy miért pont az eml8s AAP esetében tapasztalhaté a Ser-hurok szerkezetének fellazulasa. Az
S9 protedz csaladba (és a tagabb enzimcsalddba, az o/f-hidrolazok kozé) tartozé mas
szerkezetekkel (és szekvencidkkal) vald Osszevetés alapjan azt a megfigyelést tettiik, hogy az
emlés AAP szekvencidk legkarakteresebb kiilonbsége egy Pro megjelenése a katalitikus Ser-t
pozicionald 5. B-szal mellett futé 4. szalon (P506, mind a pAAP, mind pedig a human AAP
esetében). A legtobb S9 proteazban ezen a helyen Val, Ile, Ala vagy Gly talalhat6. A Pro jelenléte
megtori a 4. B-szalat és megsziinteti a szomszédos szalak kozotti stabilizalé kolcsonhatast, igy
nagyobb rugalmassagot biztosit a katalitikus Ser-t tartalmaz6 szegmensnek. Egy kivételt is
talaltunk: a Sporosarcina psychrophila AAP szintén Pro-t hordoz ebben a kritikus poziciéban, de
ebben a pAAP-nél joval kompaktabb szerkezeti monomer AAP-ben szamos interdomén
jelenlétében is csak aktiv konformaciét taldltak)i4® (69. dbra). A krio-EM és a szimulaciés
eredmények tehat egyarant arra utalnak, hogy a pAAP (és a human AAP) aktiv helye - a
kozelben felbukkand Pro jelenléte folytdn - konformaciés szempontb6l heterogén, és
valosziniileg a szubsztrat kot6dése sziikséges ahhoz, hogy teljesen katalitikusan kompetens
allapotba kertljon.
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69. abra. A Kkatalitikus Ser-hurok konformacidjanak destabilizidlédasa a pAAP szerkezetében. a.) Az ismert
szerkezetl S9 protedzok kozponti B-reddjének 4. szaldhoz (és az azt koveti oxianion hurokhoz) tartozé
szekvenciarészletek dsszevetése. A pAAP Pro506 aminosava ebben a poziciéban meglehet6sen szokatlan (kivétel:
SpAAP). b.) A Pro506 jelenléte jelentésen lerdviditi a pAAP a 4. B szalat, valamint a katalitikus Ser587-hez vezetd
szomszédos 5. szalat is (zold: pAAP (latens konformacid), sziirke: az 6sszes tobbi AAP: ApAAP, PhAAP, SmAAP, SpAAP;
PDB azonositék: 304g, 4hxe, 3azo és 518s). ¢.) A pAAP (zold) és az SpAAP (rézsaszin) szerkezetek dsszevetése azt
mutatja, hogy az SpAAP monomer kompaktabb szerkezete stabilizdlja a katalitikus Ser-t, mig a pAAP-esetében a
jelent6sen nyitottabb szerkezet és a stabilizal6 propeller-hidroldz kdlcsonhatasok hidnya a katalitikus Ser-hurok
destabilizal6dasat eredményezi.

A pAAP talan legkiilondsebb kolcsonhatd partnerei a karbapenem antibiotikumok. 1997-ben
irtdk le el6szor, hogy ha a natrium-valproat (VPA) kezelésben részesiilé betegek pulmonalis
fert6zésének kezelésére parhuzamosan karbapenem antibiotikumot is hasznalnak, a betegek
szervezetében a valproat szérumkoncentraci6ja drasztikusan lecsokken, silyos allapotromlast
okozvals0, Az epilepszia, migrén, bipolaris zavarok és neuropatids fajdalom kezelésére széles
korben alkalmazott VPA és az egyik leggyakrabban felirt antibiotikumcsalad képvisel6je kozotti
gyogyszer-gyogyszer interakcidt (DDI) azota alaposan dokumentaltak: bekeriilt mindkét szer
alkalmazasara vonatkozd altalanos iranymutatasokbalsl. A kolcsonhatas olyan gyors és
hatékony, hogy a meropenem karbapenem antibiotikumot ma mar rutinszertien alkalmazzak a
slirg6sségi orvosi gyakorlatban VPA taladagolas esetén, a VPA gyors kivalasztédasat
indukalvatsz. A DDI kolcsonhatas igazolasat kovetéen azonban tobb mint egy évtizednek kellett
eltelnie, mig azonositottak a hatasért felel6s VPA-glukuronidaz enzimet!39. A VPA-glukuronidaz,
melyet a karbapenemek irreverzibilisen gatolnak, a VPA f6 metabolitjat, a valproinsav-f-(D)-
glukuronidot (VPA-G) deglukuronidaciés/hidrolizis reakciéban hasitja és a szabad VPA-t
visszajuttatja a keringésbe, lehet6vé téve a hatéanyag reabszorpcioéjat. Egy Gjabb év elteltével az
is kideriilt, hogy a VPA-glukuronidaz nem mas, mint az AAP138,

A pAAP szubsztratkotésének vizsgalatat tehat a pAAP:meropenem és a pAAP:VPA-G els6dleges
komplexek, azaz a tényleges kovalens kot6dést megel6z6 allapotok szerkezetének vizsgalataval
kezdtiik. Els6ként Orgovan Zoltadn (Gyogyszerkémiai Kutatocsoport, HUN-REN TTK) indukalt
illeszkedési protokollt alkalmazd dokkolast hajtott végre a hidrolizdlatlan (intakt) meropenem
és a VPA-G a pAAP teljes katalitikus iiregében talalhat6é kotShelyeinek felderitése végett (70.
abra). A dokkolashoz az altalunk meghatarozott ligandummentes pAAP szerkezet egyik
monomerét hasznalta. Ez a megkozelités mindkét kismolekula esetében négy kotoOhelyet
azonositott. Ezek kozill a leggyakrabban mintavételezett kot6hely a propeller-csatorna bels6
torkolataban helyezkedik el, két tovabbi kozeli kotéhelyen tdl azonban a szamitasok mindkét
molekula esetében azonositottak egy aktiv-hely-kozeli kot6helyet is.
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70. abra. Indukalt illeszkedéses dokkolassal azonositott Kismolekulas kotéhelyek a pAAP monomer
interdomén kotézsebében. a.) VPA-G és a b.) meropenem kotShelyei. A Kkatalitikus tridd aminosavainak Co
atomjait sarga gdbmbok jeldlik, a hidrolaz domén gerincszerkezete vilagos- a propeller domén gerince sotétzold.

Az aktiv S587 kozelében taldlhaté kotd-konformiacidk kozill mindkét molekula esetében
kivalasztottuk azt, amely a katalitikus reakcioval leginkabb dsszhangban all (a Ser-OH és a
szubsztrat karbonil a lehet6 legkozelebb helyezkednek el) és ezt az elrendezést hasznaltuk
kiindulasi konformaciéként MCMM szamitasokhoz. Az MCMM szamitdsok soran semmilyen
kényszerfeltételt nem hasznaltuk. Minden egyes Monte Carlo 1épés soran a VPA-G vagy
meropenem 0Osszes belsd torzids szogének véletlenszerlien Kkivalasztott részhalmazat
véletlenszerl mértékben (0-180° tartomanyban) elforgattuk, valamint a szubsztratokat pAAP-
hoz viszonyitva véletlenszertien elmozgattuk (0-3 A tartomanyban) és merev test rotaciét (0-
180° kozott) is végrehajtottunk. A perturbalt szerkezeteket Polack-Ribier konjugalt gradiens
algoritmussal minimalizaltuk. Az igy azonositott komplex szerkezetek koziil azokat taroltuk,
melyek konformacids energidja a szamitds soran azonositott legalacsonyabb energia-értéket
nem haladta meg jobban, mint 21 k]/mol, és azokat az elrendezédéseket, amelyek konformacids
energidja és az adott pillanathoz tartozé globalis energiaérték kiillonbségébdl képzett Boltzmann
faktor nem haladta meg egy az adott 1épéshez generalt 0 és 1 kozé es6 véletlenszerii értéket. A
szamitasokat a Schrodinger Programcsomag segitségével az OPLS3 eréteret hasznalva végeztiik
el. Az olddszer hatasat a GB/SA algoritmussal modelleztiik (vizet hasznalva oldészerként). A
szamitasok altalaban 3000-5000 1épésbdl alltak, ez a hossz elegendd volt ahhoz, hogy a globalis
minimum szerkezetet legalabb 20-szor Gjra megtalaljuk.

Az MCMM szamitas eredményei szerint a VPA-G a pAAP katalitikus zsebében ugy helyezkedik el,
hogy a S587 Oy és a pAAP altal megcélzott karbonil-szénatom (a valproat és a gliikdz szegmenst
osszekotd észterben) kozotti tavolsag 3,5 A, mig a karbonil oxigén H-kotéssel kapcsolédik a
G509 gerinc amidjéhez - a pAAP oxianion kot6helyéhez. A valproat propil lancai, melyek az
enzim altal preferalt Ac-Thr vagy Ac-Met P1 oldallancokhoz hasonlé méretiiek, az S1 zsebbe
illeszkednek be. Az F274 a gliikoz gyiirii felett helyezkedik el, 4,1 A-es tavolsagra (a gyftirtik
kozéppontjanal mérve) a cukor sikjadhoz kozel parhuzamosan (a két gyirl kozotti sik szoge
11,6°), erés CH-n kotést képezve a cukor axialis C1-H1, C3-H3 és C5-H5 csoportjaival. A cukor C2
hidroxilcsoportja H-hid kotést alakit ki a S587 Oy atomjaval, a C6 karboxilat pedig a S512-vel. Igy
a VPA-G tobb erdés kolcsonhatds révén koordindlédik egy reaktiv pozicidéban, készen a
hidrolizisre, anélkiil, hogy a pAAP aktiv helyét atrendezné (71. abra: a.).
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A nem-kovalens pAAP:meropenem komplexben a meropenem Kkarboxilat-szubsztituensét a
H588 és G509 gerinc-amidjai altal kialakitott oxianion zseb koordindlja, a hidroxi-etil csoport a
C275 és az R677 oldallancok, a pirrolidin gy(rii N-atomjat a S512, a terminalis amid oxigént
pedig a G508. A meropenem a pAAP katalitikus zsebébe torténd els6dleges dokkolddasa
azonban nem annyira kedvezd, mint a VPA-G esetében. Mig az antibiotikum a kovalens kotés
kialakuldsanak megfelel6 orientaciéban helyezkedik el (a hidroxi-etil szubsztituens az S1 zseb
felé mutat, a (-laktAmgy(ri karbonilcsoportja pedig olyan orientaciéban taldlhatd, amely
lehet6vé teszi a tamadast), a S587 Oy és a célpont karbonil szén atomja kozotti tavolsag 4,7 A
(71. dabra: b.). A tényleges kovalens-komplexképzési reakcid lejatszédasahoz tehat az aktiv hely
atrendezd6dése sziikséges, mert a reagalando partnerek - abban az esetben, ha a fehérje szamara
csak az energiaminimalizacids 1épés soran bekovetkez6 kis mértékii valtozasokat engedélyezziik
- nem tudjak elegend6en megkdzeliteni egymast.
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71. abra. Nem-kovalens aktiv hely kozeli komplexek kialakulasa - MCMM médszerrel kovetve. a., c., e.)
pAAP:VPA-G és a b., d., f) a pAAP:meropenem esetében. Az a., b.) abrak a teljes monomer szerkezetét mutatjak
(vilagos-zolddel a hidrolaz- és sotétzolddel a propeller domént jel6lve, az aktiv hely aminosavai sarga szinnel keriiltek
megkiilonboztetésre). A c., d.) panelek az aktiv S587 és az S1 zseb elhelyezkedését és alakjat mutatjak, a kismolekulak
megfelel6 kolcsonhaté szegmenseit kiemelve, mig az e. f.) panelek a tovabbi szubsztrat/inhibitor--fehérje
kolcsonhatasokat.
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A pAAP-meropenem kovalens komplex szerkezetét krio-EM technikdval hataroztuk meg. A
szerkezet igen hasonlé a pAAP ligandum-mentes formajahoz, a komplex kialakuldsa csak az
aktiv helyen és annak szorosan vett kdrnyezetében okozott szerkezeti valtozast. A komplexben -
amelyet legjobban acil-enzim allapotként lehet leirni - a [B-laktdm gy{irlin megtamadott
antibiotikum a varakozasoknak megfelel6en az enzim katalitikus Ser oldalldncdhoz kot6dott
hozza kovalensen (72. adbra). Egylittmiikodé partnereink MS mérésekkel igazoltdk, hogy a
komplex sztochiometriaja 1:1 a pAAP monomerekre nézve, tehat a 3D rekonstrukcio esetében is
minden monomer aktiv helyén beépitettiik a meropenem molekulat.

72. abra. A pAAP-meropenem komplex krio-EM-el meghatarozott szerkezete. a.) a tetramer szerkezete,
valamint b.) a molekulafelszin kdzponti metszete és egy kiils6 nézet (ahol a s6tétzold propeller domén csatornajan at
lathato az aktiv helyhez kotott inhibitor) - a meropenem C atomokat élénk rézsaszinnel jeloltem.

A pAAP-meropenem komplexben a meropenem kovalens kotéssel kapcsolédik a katalitikus
S587-hez, mig a karbonil csoportjat az AAP-k kozott
konzervalt oxianion hely koti és orientdlja: a G509 és a H588
gerinc amid csoportjai (73. abra). A dihidropirrol gytird
karboxilat szubsztituensét a S512 hidroxil csoportja koti. A
komplexben mind az R273, mind a F274 elmozdul (3,7 A
illetve 2,4 A-el, mindkett§ Co atomoknal mérve), helyet
teremtve a ligandum disztalis szegmensének. A F274 hidroféb
kontaktusokat alakit ki a tioéter hid S-atomjaval, a pirrolidin
gylriivel és a termindlis amid metil-csoportjaival. A pAAP
sekély és hidroféb S1 szubsztrat-specificitasi zsebe a
meropenem dihidropirrol gyliriijének hidroxietil- -5

. , . ; abra. A meropenem
szubsztituensét fogadja be - hasonléan a nem-kovalens  kovalens kotédése a pAAP aktiv

pAAP:meropenem komplex (szamitott szerkezetének)  $587 oldallaincahoz. A krio-EM
térképet a sotétkék halé mutatja.
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esetében tapasztaltakkal. A meropenem az acil-enzim komplexben szinte fesziiltségmentes
konformacidban (torzitasmentesen) kot6dik - a szabad (vizben szolvatalt) forma alacsony
energiaju elrendezédéseihez (melyeket szintén MCMM konformaci6-keresés modszerével

vizsgaltunk) hasonl6 konformaciéban (74. abra).
S/

74. abra. A meropenem elhidrolizalt formajanak szerkezete. a.) A szabad forma MCMM Kkereséssel elGallitott
alacsony-energiaju konformer-sokasadga. b.) A pAAP-meropenem komplexben azonositott kotddési konformacié
(rézsaszin) és az ahhoz leginkdbb hasonlé szabad konformer (sziirke; a globalis minimum elrendez6déshez képest
+1.4 kcal/mol konformaciés energiaju).

A komplex szerkezetének legmeglep6bb vonasa azonban a meropenem termindlis amid oxo-
csoportja és a katalitikus H707 oldallanca kozott kialakulé szoros H-hid kélcsonhatas. Ezt a
kolcsonhatast egy jelentds atrendezdédés teszi lehetévé. A H707~100°-kal elfordul a 41 (N-Co-
CB-CP) torzidés szog mentén, kilépve a Ser-His-Asp katalitikus triadbdl: Ne2-e atomja 7.7 A
tavolsagra keriil a S587 Oy-t6l (75. dbra). Az EMRinger rotamer-validacids algoritmust?s4
hasznalva megerésitettiik, hogy a H707 oldallanc kibillentett orientaciéja alacsony energiaju
rotamer, alternativ konformacié nélkiil; a masik lehetséges y 1 rotamernek megfelel6 pozicioban
(ami az eredeti, a ligandum-mentes Aallapothoz tartozé szerkezetben megfigyelhet6
elrendez6désnek felelne meg) taldlhaté kisebb, maradék toltéssiirliséget egy vizmolekula
foglalhatja el. A H707 elforduldsat a pAAP esetében az aktiv hely szokatlanul nagy konformacids
variabilitasa segitheti: a ligandum-mentes allapotban megjelend latens konformaciok esetében a
katalitikus S587 tul messze van a H707-t6l ahhoz, hogy H-kotést alakitson ki vele, igy a H707

|

75. bra. A meropenem
elhelyezkedése a pAAP-meropenem
komplex krio-EM szerkezetében és a
kotédés altal indukalt szerkezeti
valtozasok. A szabad format
sziirkével, a komplex hidroldz doménjét
vilagoszolddel, a propellert sotétzolddel
jeloltem, a meropenem rdzsaszin.
Fekete nyilak mutatjak a legjelent6sebb
atrendezdédések helyszineit: a H707
kibillenését és a disztalis 268-278
hurok elmozdulasat.
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elfordulasa lényegesen konnyebb, mint mdas szerin-protedzokban, ahol a Ser-His-Asp tridd
ligandum-mentes allapotban is intakt.

A komplexben a H707 a meropenem és a E214 kozé szorul, duplan protonalt allapotban (donor-
akceptor tavolsagok: 2,5 A és 3,0 A). A katalitikus kozponttél valé tavolsiga és protonalt mivolta
egyarant megakadalyozza abban, hogy részt vegyen az acil-enzim koztitermék hidrolizisében,
ahol a szerepe az lenne, hogy a tdmad6 vizmolekula protonakceptora legyen. Ez lehet az
els6dleges oka annak, hogy a katalitikus reakcié az acil-enzim allapotban megreked, és stabil,
kovalensen gatolt komplexet eredményez.

A meropenem és a vele kolcsonhatasban all6 aminosavak protonaltsagi és tautomér allapotanak
meghatarozasdhoz QM/MM szamitasokat végeztink (Schrodinger Suite QSite programjat
hasznalva). Ehhez egy a tetramerbdl kiemelt monomert vettiink figyelembe. A QM régié
tartalmazta a teljes meropenem molekulat és a S587 aminosavat, az F274, S512 és H707
oldallancait, valamint két vizmolekulat a dihidropirrol gy(iri karboxilat-szubsztituense és a
S512 kozott. A vizmolekuldk beépitését a kezdeti modellek esetében tapasztalt konvergencia-
problémak tették sziikségessé. A vizmolekuldkat a krio-EM térkép modellezetlen ,foltjai” alapjan
épitettiik be a modellbe, majd MCMM szamitasokkal finomitottuk, ahol a szamitas soran csak a
vizmolekuldk mozoghattak szabadon. Az eredményiil kapott szerkezetsokasagbol azt a két viz-
pozicidt valasztottuk ki, amelyek stabilnak bizonyultak. A szerkezetszamitashoz a QM régidban
B3LYP mddszert és LACV3P** baziskészletet hasznaltunk, az MM régiéban az OPLS_2005
erGteret (76. abra). A geometria optimalizalasat ugy végeztiik, hogy a meropenem és annak 5A-
0s kornyezetén beliil talalhaté aminosavak szabadon mozgathattak, mig a modell tobbit részét
befagyasztottuk. Az elektrosztatikus kdlcsonhatasok csillapitasara allandé dielektromos allandét
hasznaltunk, €=10,0 értékkel, amely pAAP tagas, de a tombi vizfazistdl elszigetelt bels6 zsebét
volt hivatott modellezni.

QM
MM free
MM frozen

™7 % =

76. abra. A meropenem protonaltsagi mintazatanak és tautomer formajanak szamitasahoz hasznalt QM/MM
modell. a.) Példa a kisérletileg meghatdrozott térképen, a meropenem kornyezetében taldlhatd, vizmolekula
jelenlétére utald, tobblet toltés-siirtiségre (piros karikaval jelezve). b.) Az MCMM Kkeresés soran is megerdsitett viz-
poziciok. c.) A teljes modell, a particiék bemutatasaval.

A kisérletileg meghatarozott kotési pozicidt és konformaciét a szamitasok akkor reprodukaltak a
legjobban, amikor a meropenem dihidropirrol gy(rije imin volt, és a pirrolidin nitrogénatom
nem volt protonalt (tehat a gy(lir semleges volt) (77. dbra). Az imin tautomer alacsonyabb
energiaju is, mint az enamin forma, 1,02 kcal/mol energiakiilonbségiik is az imin tautomer
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‘meropenem rmsd (A) QM/MM energia (kcal/mol) 2. Tablazat. A 77. dbran bemutatott c. - h.
c 071 0 | elrendezddések rangsorolasa. A 2. oszlop a
d 081 1,18 .~ krio-EM szerkezethez valé hasonlésagot, a 3.
e [0,70 19,88 ‘ oszlop pedig a modellek relativ energidjat
f .0'85 .1'02 mutatja.
g 095 1,11
h 098 0,02

tulnyomo jelenlétét (~85%) sugallja. Ez katalizis szempontjabodl is jelentds: mig az enamin-
tautomer N-H csoportja elGsegitheti az acil-enzim koztitermék hidrolizisét azaltal, hogy az acil-
karbonil csoporttal H-hid koélcsonhatast alakit kil55 az imino forma nem nyujt ilyen segitséget.
gy a meropenem a pAAP fehérjematrix altal stabilizalt tautomer formaja is hozzijarulhat a
komplex acil-enzim allapotban valé csapdaba ejtéséhez.

.y
s

“Ser587

N

His707

Asp214 qupf» 5

<

@ ligandum-mentes pAAP
®  @pAAP-meropenem komplex

C.
\-/

meropenem

77. abra. A meropenem és kornyezetének szerkezete. a.) A krio_EM méréssel azonositott koté-konformacié (sziirkével a
ligandum-mentes allapotot jeloltem). b.) A QM/MM szamitasokkal azonositott legvaldsziniibb protonal6dasi mintazat és tautomer
elrendez6dés. c.)-h.) A végs6 modell kivalasztasahoz megvizsgalt elrendez6dések koziil a legsikeresebbek (vilagos-zold: krio-EM
szerkezetnek megfelelé kiindulasi allapot, sotétzold: az aktudlisan vizsgalt modell QM/MM mddszerrel optimalt szerkezete). A
modellekhez tartozé szerkezeti torzulas mértékét és a QM /MM energiaértékeket a 2. tablazat foglalja 6ssze.
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A szerkezet ismeretében megkisérelhettiik, hogy megvalaszoljuk a két legalapvet6bb
kérdésiinket az AAP-antibiotikum kolcsonhatassal kapcsolatban: egyrészt, hogy miért pont a
karbapenem antibiotikumok két6dnek az AAP-hez, valamint, hogy a szervezetben megtalalhatd
igen nagyszdmu szerin protedz enzim koziil miért éppen az AAP az, amelyik erre a
kolcsonhatasra képesnek bizonyult. Az elsé kérdésre a szerkezet azonnali valaszt szolgaltatott.
A szerin proteadzok szamdara konnyen megcélozhaté B-laktam antibiotikumok koziil egyediil a
karbapenemek rendelkeznek az AAP S1 zsebével Osszemérhet6 méretli szubsztituenssel a
laktAm gyf(irCin (78. abra). Sem a nagyobb csoportokkal dekoralt penicillinek vagy
cefalosporinok, sem pedig az ilyen szubsztituenssel egyaltalan nem rendelkezé P-laktamaz (a
klavulansav) nem akadalyozzak a VPA-szint fenntartdsat, azaz az AAP gatlasanak szerkezeti
el6feltétele az S1 zsebbe jol illeszkedd csoport jelenléte: ezt a kritériumot pedig (a p-laktdm
antibiotikumok koziil) a karbapenemek teljesitik egyediil.
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78. abra. A karbapenemek felépitése és az AAP-el vald kdlcsonhatasuk szerkezeti feltételei. a.) A B-laktam
antibiotikumok néhany prominens képviselGje. A szubsztituensek a b.)-panelen bemutatott séma szerint vannak
szinezve.  Egyedill a bekeretezett karbapenemek rendelkeznek az AAP S1 zsebével 0Osszevethetd méretd
szubsztituenssel a laktam gyiriin (z6ld). b.) A B-laktam antibiotikumok felépitése (a meropenem példajan
bemutatva) és szubsztituenseiknek jeldlése. c.) A szubsztituensek elhelyezkedése az AAP-meropenem komplexben
(ahol a meropenem mar elhidrolizalt formajaban lathato).

A masodik kérdés komplexebb. Az a tény, hogy a karbapenemek altalanosan jol hasznalhatd
antibiotikumoknak bizonyultak évek hosszi soran Kkeresztiil, arra utal, hogy kevés olyan
esszencialis enzimiink van, amit gatolnanak. Els6dlegesen arra gondoltunk, hogy az AAP abbdl a
szempontbol biztos, hogy kiilonleges, hogy a tetramer belsejébe rejtett, de mégis tagas aktiv
helye - akar a teljes domének kozti teret ideértve - elegendé tartézkodasi id6t biztosit a
ligandumoknak ahhoz, hogy szub-optimalis, vagy atrendez6dést igényldé kotddési folyamatok is
lejatszodhassanak. Egy masik fontos komponens pedig a katalitikus triddot fellazité Pro (P506)
jelenlétébdl fakadhat, amely, a mar targyalt modon, szétcsatolhatja a katalitikus apparatust. A
meropenem kotédését is valdszinilileg megkonnyiti, hogy a ligandum-mentes allapotban a
katalitikus His (H707) az esetek jelent6s részében nincs H-hidas koélcsonhatasban a Ser -el
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(S587), igy a nagy térigényli antibiotikum kot6dését megkonnyité atrendezdédése joval
magatoélértet6débb. Ha azt is figyelembe vessziik, hogy az AAP az egyetlen human enzim, ami a
VPA-G-t hasitani tudja (hiszen, ha az AAP gatolt, a VPA pillanatszer{ien kiiirtil a szervezetbdl),
egy promiszku6zus enzim képe kezd felsejleni, ahol a klasszikus szerin-proteaz apparatus egyedi
maédon funkcional.

Annak érdekében, hogy ezt a sejtést alatamasszuk, els6ként azt a kérdést vizsgaltuk, hogy
valoban egyedinek tekinthet6-e az AAP szubsztratprofilja. Harom szokatlan szubsztrat-
molekulara fékuszaltunk: a VPA-G, a meropenem (vagy altalanosabban: a karbapenemek) és a
POM-ER] (egy pivaloil-oximetil-foszfonsav szarmazék) lehetséges cél-fehérjéit igyekeztiik
azonositani. Ez ut6ébbi az AAP-el kapcsolatos egyik legfrissebb felfedezés kapcsan keriilt
el6térbe, a malaria kezelésében hatasos, 1j tipusy, rezisztenciat elkeriil6 pro-gyoégyszerek
fejlesztése soran. Kideriilt, hogy a gazdaszervezet vorosvérsejtjeit megtdmadé malaria parazita,
a Plasmodium falciparum, képes felvenni az emberi AAP-t, amely aktiv marad a P. falciparum
citoszoljaban. Megmutattak, hogy az AAP a foszfonsav antibiotikumok lipofil észtereit el tudja
hasitani. Mivel a foszfonsav antibiotikumok, metabolikus instabilitdsuk miatt, masképp nem
juttathatdk el a parazita sejtekbe, a stabilizalt pro-formabol valé in situ ,kicsomagolasuk” teremt
esélyt a felhasznalasukral4.

Els6ként a PubChem adatbazis!sé altal javasolt fehérje célpontokat tekintettiik at. Az itt talalt
nagyon kevés humdn partner enzim kozott nem taldltunk szerin-hidroldzokat (az AAP
kivételével) (3. tablazat). Egy tobbszor is el6fordulé partnert taladltunk a karbapenemek
esetében, a dipeptidaz-1 enzimet, amely egy metallo-protedz és az antibiotikum molekulak

lebontasat végzi.

‘ IUniProt kéd |Fehe’rje |“ d tani besorolas |Hatés

‘Valproic acid glucuronide ‘P13798 |Acil-aminoacil peptidaz (AAP vagy APEH) ‘Homo sapiens (human) |lnhibit0r

[POM-ER] [ [oxidoreduktaz I [

Meropenem P24228 D-alanil-D-alanin karboxipeptidaz DacB Escherichia coli K-12 Inhibitor
Meropenem P14489 Béta-laktaméaz 0XA-10 Pseudomonas aeruginosa Szubsztrat
Meropenem P16444 Dipeptidaz 1 Homo sapiens (human) Szubsztrat
Meropenem Homo sapiens (human) HLA-DOB mRNS gétlas
Meropenem Homo sapiens (human) HLA-G mRNS gétlas
Meropenem Homo sapiens (human)

Ertapenem P02918 Penicillin-ko6t6 fehérje 1A Escherichia coli K-12 Inhibitor

Ertap P02919 Penicillin-kotd fehérje 1B Escherichia coli K-12 Inhibitor

Ertapenem P44469 Peptidoglikan D,D-transpeptidaz MrdA Haemophilus influenzae Rd KW20 Inhibitor

Ertap POAD65 Peptidoglikdn D,D-transpeptidaz MrdA Escherichia coli K-12 Inhibitor

Ertap P45059 Peptidoglikan D,D-transpeptidaz Ftsl Haemophilus influenzae Rd KW20 Inhibitor

Ertapenem POAD68 Peptidoglikan D,D-transpeptidaz Ftsl Escherichia coli K-12 Inhibitor

Ertap P24228 D-alanil-D-alanin karboxipeptiddz DacB  |Escherichia coli K-12 Inhibitor

Ertap P08506 D-alanil-D-alanin karboxipeptiddz DacC  |Escherichia coli K-12 Inhibitor

Ertapenem P16444 Dipeptidaz 1 Homo sapiens (human) Szubsztrat

Ertap P02768 Albumin Homo sapiens (human) Ligandum
Doripenem POAC13 Dihydropteroate synthase Escherichia coli K-12 Inhibitor

Doripenem P02918 Penicillin-k6t8 fehérje 1A Escherichia coli K-12 Antagonista|Inhibitor
Doripenem P02919 Penicillin-kotd fehérje 1B Escherichia coli K-12 Antagonista|Inhibitor
Doripenem POAD65 Peptidoglikdn D,D-transpeptiddz MrdA Escherichia coli K-12 Antagonista|Inhibitor
Doripenem P16444 Dipeptidaz 1 Homo sapiens (human) Szubsztrat
Doripenem Q8TCC7 Szerves anion transzporter 3 Homo sapiens (human) Szubsztrat

Imipenem POAD65 Peptidoglikan D,D-transpeptiddz MrdA Escherichia coli K-12 Inhibitor

Imipenem P02919 Penicillin-kotd fehérje1B Escherichia coli K-12 Inhibitor

Imipenem P02918 Penicillin-binding protein 1A Escherichia coli K-12 Inhibitor

Imipenem P42971 Penicillin-kotd fehérjen 3 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168|Inhibitor

Imipenem P52664 Béta-laktamaz Proteus vulgaris Aktivator

Imipenem P16444 Dipeptidaz 1 Homo sapiens (human) Szubsztrat

Imipenem POAD63 Béta-laktaméz SHV-1 Escherichia coli Szubsztrat

Imipenem P62593 Béta-laktamaz TEM Escherichia coli Szubsztrat

Imipenem Homo sapiens (human) Csokkend hidrolizis
Imipenem Homo sapiens (human) NR1I2 protein aktivacio
Imipenem Homo sapiens (human)

Imipenem POAD65 Peptidoglikan D,D-transpeptiddz MrdA Escherichia coli K-12 Inhibitor

3. Tablazat. A PubChem adatbazisban taldlhat6 fehérje célpontok a targyalt szubsztratok/inhibitorok esetében. A human
enzimeket sziirkével kiemeltem.
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A lehetséges kolcsonhatasi partnerek azonositasat predikcids szoftverek alkalmazasaval is
megkiséreltiik. A SwissTargetPrediction157 41 lehetséges partnert javasolt a VPA-G, 14 partnert a
POM-ER] és 82 partnert a meropenem esetében, de mindegyik valdszinlisége meglehetésen
alacsony (4. tablazat). (Bar ez az eljaras nem azonositotta az AAP-t, mint lehetséges célpontot
egyik molekula esetében sem, a meropenem célpontjainak vizsgalata soran a dipeptidil peptidaz
enzimeket megtalalta, amelyek - az AAP-hez hasonldan - szintén az oligopeptidaz csalad tagjai;
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ez némiképp noveli az eredményekbe vethetd bizalmat.)

VPA-G célpont fehérjék rovidités UniprotID |[ChEMBLID Osztaly Valosziniiség

Gamma-szekretaz PSEN2 P49810 CHEMBL2094135 |Proteaz 0,1194
Neprilizin MME P08473 CHEMBL1944 Proteaz 0,1115
NAALADaz II NAALAD2 Q9Y3Q0 CHEMBL2609 Proteaz 0,1115
Kaszpaz-3 CASP3 P42574 CHEMBL2334 Proteaz 0,1115
Glutamat Karboxipeptidaz Il FOLH1 Q04609 CHEMBL1892 Proteaz 0,1115
POM-ER] célpont fehérjék rovidités UniprotID |ChEMBL ID Osztaly Valosziniliség

Matrix metalloproteinaz 9 MMP9 P14780 CHEMBL321 Proteadz 0,1157
Matrix metalloproteinaz 1 MMP1 P03956 CHEMBL332 Proteaz 0,1157
Matrix metalloproteinaz 2 MMP2 P08253 CHEMBL333 Proteaz 0,1157
ADAM17 ADAM17 P78536 CHEMBL3706 Proteaz 0,1157
Matrix metalloproteinaz 14 MMP14 P50281 CHEMBL3869 Proteaz 0,1157
ADAM10 ADAM10 014672 CHEMBL5028 Proteaz 0,1157
Angiotenzin-konvertaz ACE P12821 CHEMBL1808 Proteaz 0,1157
MEROPENEM célpont fehérjék rovidités UniprotID |[ChEMBL ID Osztaly Valosziniiség

Aminopeptidaz N ANPEP P15144 CHEMBL1907 Proteaz 0,1093
Dipeptidil peptidaz IV DPP4 P27487 CHEMBL284 Proteaz 0,1093
Angiotenzin-konvertalé enzim ACE P12821 CHEMBL1808 Proteaz 0,1093
Aminopeptidaz A ENPEP Q07075 CHEMBL3439 Proteaz 0,1093
Dipeptidase DPEP1 P16444 CHEMBL1989 Proteaz 0,1093
Kalpain 1 CAPN1 P07384 CHEMBL3891 Proteaz 0,1093
Leukotrién A4 hidrolaz LTA4H P09960 CHEMBL4618 Protedz 0,1093
Aminopeptidaz B RNPEP Q9H4A4 CHEMBL2432 Proteaz 0,1093
Metionin aminopeptidaz 2 METAP2 P50579 CHEMBL3922 Proteaz 0,1093
Béta-szekretaz 1 BACE1 P56817 CHEMBL4822 Proteaz 0,1093
ER aminopeptidaz 2 ERAP2 Q6P179 CHEMBL5043 Proteaz 0,1093
Leucin aminopeptidaz LAP3 P28838 CHEMBL3965 Proteaz 0,1093
ER aminopeptidase 1 ERAP1 QINZ08 CHEMBL5939 Proteaz 0,1093
Neprilizin MME P08473 CHEMBL1944 Proteaz 0,1093
Karboxypeptidaz B2 CPB2 Q961Y4 CHEMBL3419 Proteaz 0,1093
Plazminogén aktivator PLAU P00749 CHEMBL3286 Proteaz 0,1093
Dipeptidil peptidaz VIII DPP8 Q6V1X1 CHEMBL4657 Proteaz 0,1093
Dipeptidil peptidaz IX DPP9 Q86TI2 CHEMBL4793 Proteaz 0,1093
Dipeptidil peptidaz VII DPP7 Q9UHL4 CHEMBL3976 Proteaz 0,1093
Kaszpaz-3 CASP3 P42574 CHEMBL2334 Proteaz 0,1093
Matrix metalloproteinaz 2 MMP2 P08253 CHEMBL333 Proteaz 0,1093
Karboxypeptidaz B CPB1 P15086 CHEMBL2552 Proteaz 0,1093
Trombin F10 P00742 CHEMBL244 Proteaz 0,1093
Véraladasi faktor VII F7 P08709 CHEMBL3991 Proteaz 0,1093

4. Tablazat. SwissTargetPrediction protokoll altal javasolt fehérje célpontok kozott talalhaté proteazok, a
targyalt szubsztratok/inhibitorok esetében. A szerin-protedzokat sotétebb, a cisz-protedzokat vilagosabb

sziirkével kiemeltem.

Alkalmaztuk tovabba a Similarity Ensemble Approach (SEA) protokollt is!58, de ez a mddszer
egyaltalan nem azonositott a lehetséges human célpontok k6zott protedzokat (5. tablazat).
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VPA-G_célpontok P-érték MaxTc | CutSum Z-Score Rovid 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 cppgl 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 Npc1l1l NPC1-szer( intracellularis koleszterin transzporter 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 Multidrog resisztancia fehérje

MRP2_RAT 2.399e-30 0.3026 1.4693 52.7271 Abcc2 Multispecifikus szerves anion transzporter 1
AOMJA4_CANLF 7.913e-25 0.3056 0.3056 42.8201 NPC1L1 Niemann-Pick C1-like 1 protein
AOMJAS_MACMU 7.913e-25 0.3056 0.3056 42.8201 NPC1L1 NPC1-szeri intracellularis koleszterin transzporter 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 Npcill NPC1-szer( intracelluldris koleszterin transzporter 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-ribozilhomocisztein liaz

FGF2_HUMAN 1.507e-09 0.4000 0.4000 15.3881 FGF2 Fibroblaszt novekedési faktor 2

FGF1_HUMAN 1.636e-09 0.3188 0.3188 15.3242 FGF1 Fibroblaszt névekedési faktor 1

PPM1B_HUMAN 3.648e-09 0.3061 0.3061 14.6988 PPM1B Protein foszfatiz 1B

P2Y14_HUMAN 1.012e-08 0.2958 0.8792 13.9033 P2RY14 P2Y purinoceptor 14

QB8AWE3_CHICK 1.746e-07 0.3061 0.3061 11.6828 Szerine/treonin-fehérje foszfatdz 2A 55 kDa RSB
SO1A1_RAT 6.013e-07 0.2817 0.2817 10.7185 Slcolal Szerves anion transzporter 1A1

Targets of POM-ER] P-érték Max Tc Cut Sum Z-Score Rovid 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-deoxi-D-xiluléz 5-foszfat reduktoizomeraz
DXR_MYCS2 6.328E-15 0.2826 0.2826 25.0369 dxr 1-deoxi-D-xiluléz 5-foszfat reduktoizomeraz
DXR_MYCTU 1.153E-8 0.5 0.7826 13.8014 dxr 1-deoxi-D-xiluléz 5-foszfat reduktoizomeraz
DXR_PLAF7 7.504E-40 0.5 0.7826 69.7913 DXR 1-deoxi-D-xilul6z 5-foszfat reduktoizomeraz
Meropenem célpontok P-érték MaxTc | CutSum Z-Score Rovid név_ [Név

D1MIX9_PSEAI 3.253e-14 0.3108 0.3108 33.341 blaGES-13  |Béta-laktamaz

A2RP81_CITFR 4.571e-06 0.3108 0.3108 23.765 blaPER-2 Béta-laktamaz

AMPC_ENTCL 7.827e-14 0.4483 2.2151 23.0801 ampC Béta-laktamaz

BLAT_ECOLX 3.049e-13 0.5 2.1717 22.0199 bla(T) Béta-laktamaz TEM

LEP_ECOLI 1.507e-19 0.3016 0.3016 12.1047 lepB Szigndl peptidaz |

AMPC_ECOLI 1.016e-07 0.5 0.9521 9.137 ampC Béta-laktaméz

5. tablazat. SEA Search protokoll altal javasolt fehérje célpontok a targyalt szubsztratok/inhibitorok esetében.
A human enzimeket sziirkével kiemeltem.

Kiprobaltuk még a PharmMapper eljarast is. A PharmMapper, a korabban alkalmazott
eljarasokhoz hasonléan, szintén egy farmakofor-illesztési platform?5%, amely azonban nemcsak
célpontokat keres, hanem a ligandum legval6sziniibb kot6dési modjat is becsiili, gyors-dokkolasi
modszer alkalmazasaval. Az 1-nél nagyobb z-értékkel rendelkez6 taldlatok kozott kerestiink
ebben az esetben is proteaz enzimeket. A VPA-G esetében Osszesen 134 célpontot talalt a
PharmMapper, amelyek koziil ketté szerin protedz: a dipeptidil peptidaz IV (DPP-1V) és a

trombin.

A DPP-IV esetében a PharmMapper a VPA-G-t egy a propeller domén felszinén

talalhaté Asn oldallanc glikan lancahoz illesztette, tobb mint 50 A-re az aktiv helytsl. A trombin
esetében viszont a VPA-G elhelyezhet6 volt az aktiv helyen ugy, hogy a hidrolizalhat6 karbonilja
5,8 A-re helyezkedett el az aktiv Ser Oy atomjatél (79. abra).
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79. abra. A PharmMapper altal azonositott VPA-G célpont-proteazok. a.) A VPA-G szerkezete, a hidrolizalhaté karbonil zold
szinnel kiemelve. b.) DPP-1V esetében, a N85 glikanlancaval egybees6 kot6hely. ¢.) A trombin aktiv Ser kozelében talalhat6 kotShely.

A Kkatalitikus triad (Ser-His-Asp) Ca atomjai gémbokkel vannak jelélve. A piros nyilak az aktiv Ser -rél kiindulva a hidrolizalhaté

karbonil felé mutatnak.
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Ez a tavolsag elég kicsi ahhoz, hogy ezt az elrendez6dést a reakciét megel6z6 nem-kovalens
komplexnek tekintsiik, azonban mivel a trombin katalitikus helye egy teljesen vizhozzaférheto,
sekély zsebben taldlhato, és mivel a VPA-G csak egyetlen H-hid kotést képez a fehérje matrixszal,
varhato tart6zkodasi ideje az aktiv hely kozelében rovid lesz, igy a trombin aktiv Ser-je altali
sikeres tdmadas valdszintisége alacsony.

VPA-G-ra vonatkozo6 eredményeket dsszefoglalva megallapithato, hogy az AAP mellett nincs mas
ismert vagy konnyen feltételezhetd human szerin-hidrolaz, amely vele reakciéba lépne. Ezt
tAmasztja ala az a tény is, hogy az AAP gatlasa a VPA azonnali kilriilését eredményezi, ami csak
ugy képzelhetd el, hogy az emberi szervezetben nincs masik hidrolaz, amely az AAP-hez hasonlé
modon képes lenne a VPA-G metabolit hasitisara, hogy a felszabaditott VPA visszajuthasson a
cirkulacioba.

A DPP-1V és a trombin a POM-ER] lehetséges szerin proteaz célpontjaiként is felmertltek. A
tdmadasi tavolsag a DPP-IV esetében kozel optimalis, azonban a dokkolt poziciéban kézvetlen
litkozés alakul ki a gyégyszermolekula és az enzim Tyr547 aminosavanak oldalldnca kozt (80.
abra).

@ DPP-1V (2hha)
@®POM-ER]

80. abra. A PharmMapper altal azonositott POM-ER] célpont-proteazok. a.) A POM-ER] szerkezete, a
hidrolizalhaté karbonil z6ld szinnel kiemelve. b.) a DPP-IV c¢.) és a trombin esetében prediktalt kotédési hely. A
katalitikus tridd (Ser-His-Asp) Ca atomjai gdmbokkel vannak jeldlve. A piros nyilak az aktiv Ser -rél kiindulva a
hidrolizalhat6 karbonil felé mutatnak.

A meropenem esetében a PharmMapper 3 hidrolaz célpontot azonositott. A DPP-IV-meropenem
komplexben a B-laktamgytir( hidrolizalhaté karbonilja 9,5 A-re van az aktiv Ser Oy atomjatdl,
mig a butiril-kolinészteraz esetében ez a timadasi tavolsag 11,3 A. Mindkét tavolsag til nagy
ahhoz, hogy ezek reakcidra hajlamos elrendez6désnek tekinthessiik, azonban az algoritmus a
trombin esetében taldlt (hasonléan a VPA-G-nél tapasztaltakkal) egy viszonylag kompakt
komplexet (81. abra). Ugyanazok az aggalyok meriilnek fel itt is, mint a VPA-G esetében - a
trombin sekély aktiv zsebe és a specifikus kontaktusok alacsony szdma - de a meropenem
esetében a kisérleti eredmények is igazoljak, hogy ilyen koélcsonhatds nem alakul ki. Az
aminoglikozid antibiotikumok gyulladascsokkent6 és véralvadasgatldé hatasat vizsgalva
meropenemet hasznaltak kontrollként, és megmutattak, hogy az nem gatolja sem a trombin, sem
a PAF-acetilhidrolaz altal kivaltott aggregaciotis?. (Azt, hogy magat a AAP-t nem azonositotta
egyik médszer sem, mint a meropenem lehetséges célpontjat, azzal lehet leginkabb magyarazni,
hogy human AAP szerkezet nem all rendelkezésre - igy egyaltalan nem is szerepel a lehetséges
célpontok adatbazisaban.)
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81. abra. A PharmMapper altal azonositott meropenem célpont-proteazok. a.) A meropenem szerkezete, a
hidrolizalhat6é karbonil zold szinnel kiemelve. b.) A trombin, ¢.) a DPP-IV és d.) a butirilkolinészteraz esetében
prediktalt kotédési hely. A katalitikus tridd (Ser-His-Asp) Ca atomjai gdmbokkel vannak jeldlve. A piros nyilak az
aktiv Ser -rél kiindulva a hidrolizalhaté karbonil felé mutatnak.

Osszehasonlitasképp, a pAAP esetében is modelleztiik a reakcié-t megel6zd, elédleges, nem-
kovalens komplexek szerkezetét MCMM mddszerrel (ezek koziil a meropenem és VPA-G
komplexek szerkezetét mar korabban is bemutattam), melyek mindharom esetben a szubsztrat
reaktiv konformaciéban valo, stabil kot6dését mutattak (82. abra)

81. abra. A kivalasztott ligandumok MCMM médszerrel szamitott kotdédési moédja a pAAP aktiv helyének
kozelében. a.) Az aktiv zseb elhelyezkedése a propeller (barna) és hidroldz (siarga) domének kozott, a VPA-G
molekulaval (z6ld). b.) Az aktiv hely és az S1 zseb kozelképe. c.-e.) Az aktiv hely elrendez6dése és a Ser587 Oy atom és
a ligandumok témadési helye (a sematikus ébrén zold ponttal jelélve) k('izti tavolsag a VPA-G, POM-ER] és a

sz
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Eredményeink tehat azt mutattdk, hogy az AAP valéban szélesebb szubsztratprofillal
rendelkezhet, mint szerkezeti és funkciondlis homolégjai. Munkank koévetkezd fazisaban olyan
inhibitorok AAP-hoz val6 kot6dését vizsgaltuk, amelyek jol bevalt szerin-proteaz partnerek és
megprobaltuk ezekben a szerkezetekben azonositani az AAP egyediségének szerkezeti
Osszetevait.

Harom pAAP-inhibitor komplex szerkezetét hataroztuk meg krio-EM médszerrel: az enzim egy
klérmetil-keton (CMK) inhibitorral, egy organofoszfat (OP) rovardlé-szerrel (diklérvos) és egy
benzolszulfonil-fluoriddal alkotott komplexét. Mivel az N-acetilezett peptidek CMK-szarmazékai
az AAP gatlasaval apoptoézist indukalnak!él, mig az AAP OP-komplexei az OP-expozici6
biomarkereiként szolgalhatnak és kognitiv folyamatokat befolyasolnak!3s, ezek a komplexek
fiziolégiai jelent6séggel is birnak, de a szerkezetmeghatarozas elsédleges célja az volt, hogy
jobban megértsiik az AAP ligandumkdtési folyamatanak molekuldris részleteit.

A CMK-szarmazékok olyan komplexeket képeznek a szerin-protedzokkal, amelyek a katalitikus
reakcio6 elsé koztitermékére, a tetraéderes acil-enzim komplexre hasonlitanak, kovalens kotést
képezve a katalitikus tirdd Ser és His aminosavaival. Ezért ezeket a szarmazékokat gyakran
haszndljak az aktiv hely szubsztat-specificitdsdnak felderitésére és a szubsztrat-koté zsebek
elhelyezkedésének és méretének meghatarozasaralé2. Az Ac-Ala-CMK inhibitor (a klorid-ion
tavozasat kovetéen) kovalens kotéssel kapcsolédott a tetramer pAAP minden monomerének
aktiv S587 és H707 oldallancahoz. A tetraéderes kdzpont oxigén atomjat (ami a komplex stabil
formdajaban valésziniileg egy OH-csoport) az oxianion zseb G509 és H588 gerinc-amidjai
orientdljak, a varakozasoknak megfelel6en, azonban egyik tavolsag sem elég kozeli ahhoz, hogy
erés koordinaci6 alakuljon ki (3,9 4, illetve 3,6 A). Ez meglep6 eredmény volt, mivel ez a két H-
hid kotés az oxianion zseb meghatirozé kolcsonhatdsa, az o/B-szerin-hidrolazok
szubsztratjaikkal kialakitott kélcsonhatdsanak jellegzetes motivuma. Az inhibitor amid NH-
csoportja a G509 karbonil oxigénje felé mutat, ami — ismét - hasonlé a szerin protedz enzimek
szubsztratkomplexeiben megfigyeltekhez, de ez a tavolsag sem elég kozeli (3,8 A) ahhoz, hogy
erds kolcsonhatds alakuljon ki. Az inhibitor kisméretli Ala oldalldnca a sekély S1 zsebben
helyezkedik el. A pAAP ligandum-mentes szerkezetéhez képest mind az oxianion-, mind pedig a
katalitikus H707-t hordoz6é His-hurok-hurok enyhe atrendezddése figyelheté meg: a G509
gerincének N és Ca atomjai 0,5 A-rel, illetve 0,6 A-rel mozdulnak el az inhibitor iranyaban és a
His-hurok is 0,5 A-rel kozelebb keriil az inhibitorhoz. Ugy tiinik, mintha a ligandummentes forma
tal tag aktiv helye kozelebb akarna ,lépni” az inhibitorhoz, hogy a megkotéséhez elegendd
mértékben felaktivalédjon, de az igy kialakult aktiv zseb még mindig joval tagabb, a ligandum
pedig kevésbé koordinalt, mint a kanonikus két6dési mod esetében (82. abra).

h

ligandum-mentes forma

82. dbra. A pAAP Kklasszikus szerin
proteaz inhibitorokkal képezett
komplexeinek krio-EM mddszerrel

dichlorvos
meghatarozott szerkezete. A
/ komplexképzés hatdsara az oxianion hurok
kozelebb mozdul az aktiv S587-hez.
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A pAAP-dimetoxifoszfat (DMP) komplexet ugy hoztuk létre, hogy a pAAP oldatdhoz diklorfoszt,
egy organofoszfat (OP) rovarirtét adtunk. A diklorfosz dimetoxifoszfat (DMP) maradvanya
szintén kovalens kotéssel kapcsolodik a pAAP aktiv S587 Oy atomjahoz. A foszfat szabad
oxigénje az oxianion zsebben rogziil és orientadlodik. Itt - ellentétben a CMK-szarmazékkal
képzett komplex esetével - egy szoros H-hid kotés valdban kialakul oxianion-hurokkal (a G509
amid NH-javal), mig a masik kolcsonhatasi partner, a H588 amid NH-ja, még mindig tdl messze
van az er0s asszociacibhoz. Az organofoszfat egyik metoxi csoportja az S1 koétdzsebbe
dokkolédik. Az oxianion- és a His-hurkok eltolédasa a ligandum-mentes pAAP szerkezetben
talalhat6 pozicidikhoz képes itt is megfigyelhet6: az oxianion-hurok kozelebb keriil az
inhibitorhoz, a G509 gerincének N és Ca atomjai 0,6 A-rel, illetve 0,7 A-rel eltolédnak, azonban a
katalitikus His-hurok ellenkezé iranyba (0,8 A-rel, a His707(Ca) atomok kozott mérve) mozdul
el, tdvolodva a katalitikus kézponttdl. Az dltalunk meghatarozott komplex nem mutatja 6regedés
jeleit, ami azt jelenti, hogy mindkét metoxi-szubsztituensét megérizte. (Az dregedés egy spontan
dealkilezési folyamat, amely gyakran fordul el6 a szerin proteazok organo-foszfat komplexeiben,
ahol az O-alkil (vagy N-alkil) csoportok fokozatos elvesztése ndveli a komplex irreverzibilis
jellegét.)

Az OP peszticidek toxicitdsanak hatterében az 4ll, hogy irreverzibilisen gatoljak az o/f-
hidrolazok kozé tartozé szerin-protedz enzim, az acetil-kolinészterazt (AChE) és egy szerin-
foszfolipaz enzim, a neuropatias target-eszterazt (NTE) miikodését. Az AChE és az NTE gatlasa
ugy torténik, hogy az OP-vegyiiletek foszforilaljak ezeknek az enzimeknek a katalitikus szerin-
oldallancat, hasonléan a pAAP esetében megfigyelthez. Szadmos tovabbi szerin-hidrolaz enzim
létezik, tobbségiikben az AAP-hez hasonl6an o/B-hidrolazok, amelyek hasonl6an moédosulnak az
OP-vegylletek hatdsara, eddig még nem jellemzett fizioldgiai kovetkezményekkel. Ezek koziil a
karboxilészterdzok (példaul CES1) és a butiril-kolinészterdz (BChE) tekinthet6k az OP-k
els6dleges endogén ,eltakaritéinak”. Mindkettd az egész szervezetben el6fordul, és szdmos OP-t
képes koordinalni anélkiil, hogy az karos fiziol6giai hatdsokat okozna. Ezeken kivil a
vérlemezke-aktivald faktor acetilhidroldz (PAF-acetilhidroldz), a katepszin A és a dipeptidil
peptidaz IV (DDP-1V) is kolcsonhatasba 1ép az OP-kkall63. Az AAP azonban mind a vérben, mind
az agyban az OP-k érzékenyebb receptoranak bizonyult barmelyik masik célpont-fehérjénél, igy
az AChE-nal is. Az AAP OP-k altali gatlasa olyan hatékony és irreverzibilis, hogy egy
peszticideknek kitett személy esetében (egy mezdégazdasagban dolgozé munkas, példaul) az
expozici6 még hetek mulva is kimutathaté a vorosvérsejtek AAP-aktivitdsanak
monitorozasavalles,

A szulfonil szerin-protedz inhibitor (AEBSF) pAAP komplexének szerkezete is hasonld
dtrendezbdéseket mutatott, mint az OP-komplex. Az oxianion hurok 0,4 A-rel a ligandum felé
mozdul mig a His-hurok 0,2 A-rel hatrébb huzédik. A ligandum poziciéjaban csak részleges
toltéssiirtiség volt jelen (helyi felbontas 2,9 A), ami az inhibitor pontos kétédési médjanak
értelmezését bizonytalanna teszi. Az azonban biztosan megallapithat6é volt, hogy a szulfonil
vegyiilet kovalens kotéssel kotédik a katalitikus S587-hez, és az egyik szulfonil-oxigénatom H-
kotési tavolsadgon belill taldlhato az oxianion zseb egyik vagy mindkét NH-csoportjatol.

A pAAP ligandummentes és komplexalt formai kozti konzekvensen megjelend kiilonbség tehat a
komplex képz6désekor bekdvetkezd szerkezet adaptacid, amelynek legjelent6sebb mozzanata az
oxianion-hurok eltolédasa. Ez az eddig meghatarozott AAP szerkezetek kozt kiilonlegességnek
szamit, az AAP Gsbaktérium eredetli valtozatai esetében nem tapasztaltunk ilyet: ezek olyan
aktiv helyeket tartalmaznak, melyek &talakulds nélkiil képesek az inhibitorok/szubsztratok
koordinaciojara (83. abra).
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83. abra. Kiilonb6z6 AAP enzimek aktiv helyeinek szerkezeti valtozasai klérmetil-keton inhibitor kot6dése
esetén. A kovalens komplexek és a megfelel6 ligandummentes formak egymasra illesztett szerkezetei lathatok. A
pAAP-AcA-MHK komplex kialakuldsakor (bal oldalon, PDB kéd: 7px8 és 9gne) az oxianion-hurok az inhibitor
kot6désekor eltolédik (sziirkés-zold nyillal jel6lve), mig a PhAAP-(Z)GGF-MHK (kézépen, PDB kod: 4hxf és 4hxe) és az
ApAAP-(Z)GGF-MHK (jobb oldalon, PDB kéd: 4re6 és 304g) komplexek esetében nem.

QM/MM szamitasokat végeztiink annak megallapitasara, hogy egy ilyen mértékid elmozdulas
rendelkezhet-e a katalizis szempontjabol barmi jelentdséggel. Azért, hogy jol 6sszehasonlithato6
rendszereket tudjunk vizsgalni, azaz, hogy az dsszehasonlitandd modellek kozotti kiillonbségeket
az aktiv helyre 0osszpontositsuk, a két vizsgalt rendszert egy olyan MD szimulaci6
trajektoriajabol emeltiik ki, ahol a pAAP tetramer gerincét a ligandummentes formaban talalt
konformaci6 kozelébe rogzitettiik. A szimulacié kiindulasi szerkezetét ugy allitottuk el§, hogy a
ligandummentes allapot krio-EM szerkezetébe (miutdn azt Kkiegészitettiik a kisérletileg
meghatarozott szerkezetbdl hianyz6 szakaszokkal) beépitettik az AcAMKH inhibitort, a
kisérletileg meghatarozott konformaciéban. A szimuldci6 soran 100 kJ/mol*nm? helyhez-
rogzité kényszert alkalmaztunk minden monomer 9-732 szakaszanak gerinc-atomjaira. Az igy
elballitott trajektdria tetramer szerkezeteit monomerekre bontottuk és az 6sszes el6forduléd
monomer szerkezetet klasztereztiik. Két topolégiailag is elkiiloniilé szerkezetet talaltunk: az
egyikben kozvetlen H-kotés alakult ki a G509 karbonil és az AcAMHK amid csoport kozott, az
oxianion-hurok (a kényszerek jelenlétének ellenére torténs) enyhe el6re tolédasa révén, a
masikban, az oxianion hurok tavolabb helyezkedik el (a ligandummentes allapotot mimikalva),
igy viszont az inhibitor és hurok kozé egy vizmolekula ékel6dik (84. abra).
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84. abra. A pAAP-AcAMHK Kkomplex MD
szimulaciéja soran eldallitott o6t Kklaszter

ACM"K Oa"i'"' hurok \) \ ahol kozvetlen H-kotés alakul ki az oxianion hurok és
- az inhibitor kézott (1 klaszter, amely a szerkezetek
35,1%-at tartalmazza), mig azokat a szerkezeteket (4
tovabbi Kklaszter) ahol az oxianion hurok a
ligandummentes allapotnak megfeleld konformaciéja
volt megfigyelhetd, vilagosabb sziirke és rézsaszin
szinekkel jeldltem. A ligandummentes pAAP (PDB:

7px8) krio-EM szerkezete zold szinnel lathato.

Hn707 7

Kiszamitottuk a komplexképz6dési folyamat javasolt reakciéitja mentén a kritikus allapotok - a
kiindulasi allapot, az epoxi koztitermék és az acil-enzim-szerd termék allapot - konformaciés
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energiait. Megdllapitottuk, hogy mig az epoxi intermedier relativ energidja nem véltozott, a
reakcié termékallapota az oxianion-hurok tavoli konformacidja esetén 1ényegesen kevésbé volt
kedvezd, mint abban a modellben, ahol kozvetlen asszociacié alakult ki a hurok és az inhibitor
kozott (85. dbra). A szamitdsok tehat azt jelzik, hogy még az oxianion-hurok ilyen kis mértéki
elmozdulasa (1,1 A 1,2 A és 1,0 A, a G509 amid H-atomnal mérve a reaktans, az epoxi és a
termék allapotok QM/MM-bdl szarmaztatott szerkezeteiben) is jelentds valtozast okoz a pAAP
reaktivitasaban, igy az enzim ligandummentes forméaja valéban részlegesen inaktivalt, vagy
latens konformaci6junak mondhaté.

L 36— e

Ser 4%»\!

nem-kovalens komplex hemiketdl epoxi intermer tetraéderes termék
& ¥ &
AC}CMK AcAMHK

ciszP510

85. abra: Kovalens komplex képzddése pAAP és AcACMK kozott. a.) A komplex képzddésének 1épései - a vizsgalt
allapotokat kék négyzetek jelzik. b.) A reagens allapot (balra), az epoxi koztitermék (kézépen) és a tetraéderes acil-
enzim allapot (jobbra) szamitott szerkezetei. A modellrendszer, amelyben kdzvetlen H-hid kotés jon 1étre az inhibitor
és az eldre tolddott oxianion-hurok kozoétt vildgosabb zéld szinnel, mig azok a konformaciok, amelyekben viz van
beékelve a ketté kozé, sotétebb zold szinnel van jelolve (a katalitikus tridd szénatomjait sarga szinnel jeleztem, a
beékelédott vizmolekuldkat vildgoskék hattérrel emeltem ki). Az epoxi-koztitermék (kozépen) relativ energiai
(B3LYP/6-31G**): 2,4 kcal/mol a kozvetlen H-kotéssel rendelkezé modell esetében (vilagos z6ld) és 2,6 kcal/mol a
vizzel elvélasztott modell esetében (s6tét zold); a tetraéderes termékallapotra vonatkozé energidk pedig -17,8 és -
44,1 kcal/mol a két modell esetében, ami azt mutatja, hogy a rugalmas oxianion-hurokkal rendelkezd, kozvetlen H-
kotést képezd elrendez6dés a reakcié szempontjabdl elénydsebb.

Az oxianion hurok alakja és helyzete nem csak abban kiilonbozik az ésbaktérium eredetli AAP
variansok esetében, hogy valtozatlan marad a komplexképz6dés soran, hanem olyan
konformaciéban talalhat6, amely nagyon hasonlit annak a pAAP komplexeiben megfigyelt, elére
tolédott allapotahoz (85. 4bra). Igy ezek a rendszerek a pAAP olyan funkcionalis modelljeiként
hasznalhatok, ahol korlatozottabb mozgasu és szlikebb a katalitikus hely.
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86. abra. Az archaea AAP-k szerkezetének dsszehasonlitasa a pAAP ligandummentes és komplex allapoti
szerkezetével. Az oxianion hurok eltolédasat szines nyil jelzi. (A kép elkészitéséhez hasznalt PDB-szerkezetek: pAAP
(ligandmentes): 7px8, pAAP (Ac-AMHK komplex): 9gne, PhAAP: 4hxe, ApAAP: 304g.)

Ezért megvizsgaltuk a PhAAP és az ApAAP reaktivitdsat. Azt talaltuk, hogy az archaedlis
valtozatok meglehetésen szelektivek a specifikus szubsztratjuk, az Ac-Leu-pNA (N-acetil-leucil-
p-nitroanilid) irant, és nem képesek hasitani az Ac-Ala-pNA-t, mig a pAAP mindkett6t szinte
azonnal processzalja. Tovabba sem az ApAAP, sem a PhAAP aktivitidsdt nem gatolja a
meropenem. Az ApAAP és a meropenem ko-kristalyszerkezetének el6allitasara tett kisérletek
szintén sikertelenek voltak — ugyanazt a protokollt alkalmazva, amely az ApAAP és a peptidszer(i
klérmetil-keton inhibitor ko-kristalyait eredményezte, a meropenemet hasznalva inhibitorként
csak a ligandummentes forma kristalyosodott ki. Igy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy sem
az ApAAP, sem a PhAAP nem képes megkotni az antibiotikumot. Bar a pAAP és az archaealis
valtozatai kozotti homoldgia alacsony, az aktiv hely alakja és felépitése hasonld, eltekintve
oxianion hurok a pAAP ligandummentes allapotahoz tartozd relaxalt konformaci6jatol, igy az
G6sbaktérium eredetii és emlGs forma kozotti reaktivitasbeli kiilonbség valdszintileg az utébbi
aktiv helyének jobb hozzaférhet6sége és nagyobb alkalmazkod6képességének kovetkezménye.

A kovetkez6 1épésben megvizsgaltuk, hogy a pAAP

aktiv helyének relaxalt ligandummentes allapota a (}) &.mb
D~ 7 4’

hasonlé felépitésti fehérjék korében is szokatlannak Y
mondhaté-e. Az AAP tagabb csaladja, o/ hidrolézok Ca,yﬂg"“""’""'{m"o
hidroldz doménjének szerkezete konzervalt: egy (- g j |

réteg képezi a vazat, amelyen belil a katalitikus '\ {\ )
szerin egy éles kanyarban (Ser-hurok) helyezkedik ( \’\)\\[\ )

7=

el, 0sszekotve a red6 egy eltemetett szalat és az azt
kovet6 hélixet. A katalitikus His-hurok és az =
oxianion-hurok is megtaldlhatd a csalad legtobb ;. /% P
ﬁzerln-hldro,la,zaban, ami megkonnyiti a' szerkezeti 87. dbra. A pAAP (PDB: 7px8) és az egérbél
Osszehasonlitast. ~ Ezt ~az  OP  ligandumok  gzsrmazé acetilkolin-észterdz (AChE; PDB:

s 7

patogenicitasaért felelés AChE enzim példdjan  1j06) hidrolaz domének kozponti régiéi
hasonlo felépitésiiek.
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mutatom be a 87. 4bran. A kozponti B-red6k hasonlésaga szembeo6tld, amint az is, hogy a His-
hurok és az oxianion-hurok kézelebb vannak az aktiv Ser-hez az AChE szerkezetekben, mint a
pAAP-ben. Az AChE ligandummentes és OP-gatolt formdinak dsszehasonlitasakor az is kideriilt,
hogy az inhibitorok koordinaci6ja az aktiv hely szerkezeti atrendezédése nélkiil valésul meg -
azaz az AChE ligandummentes formaja katalitikusan aktiv konformaciéja, a ligandum
koordinaci6ja nem igényel adaptaciot.

Osszegytijtottiik tehat azokat a human a/f hidrolaz enzimeket, amelyeknek mind a
ligandummentes, mind az OP vagy CMK-gatolt formajanak szerkezete ismert, és 0sszevetettiik a
pPAAP szerkezeteivel (amely egyben a vele 98%-o0s szekvencia-homolo6giaval rendelkez6 human
enzim modelljeként is tekinthetd) és azt talaltuk, hogy a pAAP aktiv helye a legtagasabb mind
koziil. Harom tavolsagot mértiink ennek a tagassagnak a jellemzésére: a C,Ser*—C,His* (a
csillag a katalitikus triad tagjait jeloli), a CoSer*—NHoxianion-hurok (Kivalasztva a heteroatomot,
amely a Ser nukleofil timadasat kévet6en kialakul6 negativ toltésli centrumot koordinalja) és az
NHoxianion-hurok— CoHis* tavolsagokat. Lathaté tovabba, hogy a pAAP aktiv helye nem csupan a
legtagasabb, de ez mutatja a legnagyobb valtozékonysagot is a ligandumkotés soran (88. abra).

oxianion
hurok

C,Ser - NHoxynnian
d2

\ tavolsagok (d / A)

] ligandummentes forma OP-komplex

pAAP

dipeptidil peptidaz IV
PAF acetilhidrolaz
karboxilészteraz 1
katepszin A 7,6

acetilkolin-észteraz
butirilkolin-észteraz

pAAP

ApAAP

PhAAP

AlphaFold model: pAAP
AlphaFold model: hAAP

liiandummentes forma szulfonil-komi]ex
pAAP
[ o) ({gEBen w0

88. abra. Az a/f hidrolaz szupercsaladba tartozé szerin-hidrolazok ligandummentes és komplex formainak
aktiv helyi dimenziéi és azok megvaltozasa komplexképzéskor. Az egyes aktiv helyek méretét harom,
haromszoget alkot6 tavolsag segitségével irtuk le: a katalitikus Ser* és His* atomok Co atomjai kozott mért tavolsag
(d1), a CaSer* és az oxianion-hurok hidrogén-kétés donor atomja (NHoxianion; pAAP esetében a G509) (d2), valamint az
NHoxianion és a CaHis* kozotti tavolsag (d3) (Isd. bal fels6 sarok). A tablazatban szereplé szamok a szerkezetekben
szerepld Osszes lancra szamitott atlagértékek. Oszloponként, a sotétebb szinek a hosszabb, mig a vildgosabb szinek a
rovidebb tavolsagokat jelolik. Az utolsé 3 oszlop az az egyes dimenziék (d1, d2, d3 tavolsagok) ligandummentes és a
komplexalt formak kozti megvaltozasanak mértékét mutatjdk egy pirostél (komplexképzés hatdsara csokkend
tavolsag), fehéren at (nincs valtozas) sotétkékig (komplexképzdédés hatdsara megndvekvd tavolsag) terjedd
szinskalaval jellemezve. (A dipeptidil-peptidaz IV esetében az a/B-hidrolazok jellegzetes oxianion-hurka eltol6dik, és
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az oxianion koordinaci6jat a Tyr547 hidroxilcsoportja végzi, amely helyettesiti a hurkot, igy ebben az esetben a
TyrOG1 atomot hasznaltuk a Gly amid hely 3. horgonypontjaként). A felhasznalt PDB szerkezetek: 7px8, 9gou (pAAP),
1tk3 (DPP-1V), 3d59, 3d5e, 397, 3f98, 3f9c (PAF-AH), 2h7c, 4ab1, 5a7f, 2hrq, 2hrr, 3k9b (CES1), 1j06, 2jgf, 2jgi, 2jgl,
2jgm (AChE), 1livy, 4mws, 4mwt (CAT-A), 2pm8, 3djy, 3dkk, 1p0q, 1xlw, 2xqj, 2xqk, 4bbz (BChE), 304g, 4re5, 4re6
(ApAAP), 4hxe, 4hxf (PhAAP), és AlphaFold3 modellek: AF-P19205-F1-v4, AF-P13798-F1-v4.

Az AlphaFold3107 szerkezetbecsl6 (AF3) algoritmus segitségével is elkészitettiik mind a human
(hAAP) és sertés AAP (pAAP) tetramer szerkezeti modelljét, majd dsszehasonlitottuk ezt is a
meghatarozott pAAP szerkezettel. Mivel az AF3 a 2021-ben a PDB adatbazisban talalhato
szerkezetek alapjan lett betanitva, ezek a modellek a szerin-hidrolaz szerkezetek széles skalajan
(is) alapulnak. A fenti tdblazatban lathatd, hogy az AF3 jelent6sen alabecsiilte a pAAP aktiv
helyének méreteit — ami ismét arra utal, hogy a pAAP szerkezet aktiv helyi elrendez6dése
meglehetdsen szokatlan.

Szerkezeti 0Osszevetéseink korét tovabb tagitva a szerin protedzok nagy csaladjaban is
megvizsgaltuk az aktiv hely tipikus méretét és az inhibitor-kot6dés soran bekovetkez6
méretvaltozasait. A szerin nukleofilt tartalmazé proteolitikus enzimek 13 csoportba sorolhatok,
amelyek mind a katalitikus apparatus és a 3D szerkezet kiilonb6z6é konfiguracioit képviselik.
Ezeken beliil, az AAP-t is tartalmazo6 prolin-oligopeptidaz csaldd (SC) mellett, hArom tovabbi
kiilonallé csalad - amelyeket a tripszin (PA), a szubtilizin (SK) és a ClpP peptidaz (SB) képvisel -
hasznalja Ser-His-Asp triddot peptidkotések hidrolizisének Kkatalizaldsara. A 13-b6l 10 klan
esetében taldltunk olyan reprezentativ szerkezeteket, amelyek az Osszehasonlitast lehet6vé
teszik. Ennek a vizsgalatnak az eredményei is azt mutatjak, hogy a pAAP szokatlanul tagas és
adaptiv aktiv helyet hordoz (89. dbra).

: :
I I o
z P
! 1 ° E
tavolsagok (d / A) § §
P
PAAP (5C)
kimotripszin (PA)
trombin (PA)

szubtilizin (SB)
romboid proteaz GlpG (ST)

PAAP (SC)
trombin (PA)
P.rabies proteaz pUL26N (SH)

ligandummentes forma
PAAP (SC)
kallikrein-szert peptidaz (PA) m

D-Ala-D-Ala karboxipeptidaz (SE) 5,5 57 11,0
LexA peptidaz (SF) 7.3 4,3 11,3
Clp peptidaz (SK) 5,8 11,0
Nucleoporin 98 (SP) 5,9 4,6 7.4
L,D-karboxipeptidaz (SS) 7,9 57 10,9

[rovid o) @i W)

89. dbra. Az aktiv hely méretének alakuldasa a szerin-proteazok Kkiilonb6z6 klanjainak reprezentativ
szerkezeteiben. A tavolsdgokat az el6z6 dbran megfogalmazottaknak megfelel6en mértem és abrazoltam. Az enzimek
neve mellett a megfelel6 szerin protedz klan betijele lathatd zardjelben. A felhasznalt PDB szerkezetek: 2gch, 1gcd,
1gmbh (kimotripszin), 1sg8, 1h8i, 1ppb, 1hai (trombin), 5ms3 (kallikrein-szer{i peptidaz), 3unx, 1bhb (szubtilizin), 3it9
(D-Ala-D-Ala karboxipeptidaz), 1jhf (LexA peptidaz), 4v07, 4v08 (P.rabies proteaz pUL26N), 1tyf (Clp peptidaz), 2q5x
(Nucl. 98), 1zrs (L,D-karboxipeptidaz), 2i08 (romboid proteaz).
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Eredményeink az sugalljdk, hogy mig a pAAP ligandummentes formajanak flexibilis és jol
hozzaférhetd aktiv helye elegend6 helyet biztosit az OP-k mellett olyan szokatlan partnerek
dokkoldédasahoz is, mint a karbapenem antibiotikumok vagy a VPA-G, agy tlinik, hogy a
megnagyobbodott aktiv hely katalitikusan nem elég kompetens azok feldolgozasahoz. Igy,
amikor egy szubsztrat/inhibitor kotédik, az oxianion-hurok kézelebb huzoédik, hogy segitse a
kialakulé komplex negativ toltésii oxigénjének koordinacidjat.

Kovetkezd kérdésiink arra irdnyult, hogy vajon mi lehet az a szerkezeti motivum, ami a pAAP e
rendhagyé viselkedését lehet6vé teszi. Kordbban mar ismertettem, hogy a ligandummentes
forma aktiv-helyi szerkezeti heterogenitasaért a hidroldz domén kdézponti 3-red6jén, az aktiv Ser
szomszédsagaban talalhat6 P506-t tettiik felel6ssé, hiszen a Pro jelenléte folytan megrovidiild 4.
B-szal megnovekedett konformaciés szabadsaga a szomszédos 5. B-szal altal tAmogatott Ser-
hurok szamara is nagyobb flexibilitast engedélyez. Mivel az oxianion hurok kozvetleniil a 4. 8-
szalat koveti mind térben, mind szekvencialisan, feltételeztiik, hogy ugyanez a P506 lehet az
oxianion-hurok relaxaci6janak és képlékenységének legvaldsziniibb kivaltéja is. A Pro ebben a
pozicioban leginkdbb az emlds eredetii AAP-kben fordul el6 (90. dbra), de a tdgabb csaladban is
kilonlegességnek szamit - az altalunk vizsgalt szerin proteazok esetében is nagyon ritkan fordul
csak elé6 - tehat raciondlis volt feltételezni, hogy az AAP egyedi funkcionalitasanak
kialakitasaban is szerepet jatszhat.

N
st

P

90. abra. Az emberi AAP filogenetikai beagyazottsaga. Az abrat, sajat kutatasainak eredményire épitve, Dr. Kiss-
Szemdan Anna készitette a Panther21, iTol22 és WebLogo23 segitségével. A logdk koziil a sotétkékkel keretezett a
pAAP P506-nak megfelel6 és az azt kovetd 5 aminosavat mutatja, amelyek az oxianion zsebet alakitjak, vilagoskék
keretben pedig a Kkatalitikus Ser kozvetlen kornyezetét. A logékban a narancssarga haromszogek a Pro506
pozicidjaban talalhaté aminosavat jelzik, a lila csillagok az oxianion-hely H-kotés donorjat (ha van ilyen), a piros
csillagok pedig a katalitikus Ser-t. (Az ApAAP és a PhAAP nem szerepelnek ebben a faban; ez a human AAP
szekvenciajaval mutatott az alacsony homoldgianak koszonhetd, mivel a Panther21 a keres6-szekvencidhoz képest
30%-o0s homoldgianal kisebb hasonlésagot hordozd rendszereket nem vizsgal.)
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A P506 jelent6ségét vizsgadlando, in silico mutagenezist végeztiink MD szimulaciokkal
kombinalva. A tetramer, ligandummentes pAAP két valtozatat vizsgaltuk, a wt és a P506L pAAP-t
(a kiindulasi modelleket a kiegészitett 7px8 szerkezet alapjan készitettiik), hogy megnézziik,
valoban befolyasolja-e az aktiv hely szerkezetét a P506 jelenléte vagy hianya. A Leu-t azért
valasztottuk, mert gyakran ez taldlhato6 az o/f hidrolazok megfelel6 poziciéjaban.
Kényszermentes MD trajektéridk 150-250 ns szakaszat analizaltuk. Azt talaltuk, hogy a Pro-t
Leu-ra cserélve két, egymas segitd, hatas révén szorosabba valik a 4. éd 5. -szalak kapcsolata és
ennek kovetkeztében beszlkiil az aktiv hely. Mind a Leu oldallanc bedokkol6dasa a kozeli
oldallancok altal kialakitott hidroféb zsebbe, mind pedig a (Pro-hoz képest) plusz egy H-donor
megjelenése a f6lancon, a 4. és 5. B-szal kozeledését valtja ki. Az aktiv helyen ez az oxianion
hurok el6re tolodasat vonja maga utan, ami szépen koévethetd az aktiv S587 oldodszer altal
elérhet§ feliiletének (SASA) csokkenésével. A SASA-értékek eloszlasa mindkét rendszerben
bimodalis, mindkét esetben egy hasonléan kompakt konformacié az egyik uralkodd
elrendezdés ~9 Az hozzaférhetd feliilettel és emellett jelenik meg mindkét esetben egy lazabb
allapotot, 29,5 és 21,5 A2 SASA-val a wt és P506L pAAP rendszerekben - azaz a P506L mutaci6 a
katalitikus aminosav hozzaférhet6ségének jelentds csokkenésétét vonta maga utan (91. abra).
Az eredmények tehat arra utalnak, hogy a szal-toré Pro jelenléte a hidrolaz domén kézponti -

@ PAAP wt: krio-EM szerkezet (7px8)
®pAAP wt: MD
© pAAP P506L: MD

SASA (A2)

91. abra. A wt és P506L pAAP MD szimulacidja. a.) Az 506-o0s oldallanc koriili hidroféb zseb. A L506 itt kedvez§bb
kapcsolatokat hoz létre, mint a wt P506 aminosava. b.) Az aktiv helyen megfigyelt kiilonbségek: a P506L pAAP
valtozat esetében az oxianion hurok elére tolddik, sziikitve a katalitikus zsebet, akadalyozva a hozzaférést a
katalitikus S587-hez. Az abran a legnépesebb klaszterek reprezentativ szerkezetei (klaszter kozép-szerkezetek)
lathatok. c.) A SASA atlagos értéke a P506L muticié bevezetésével 26+11 A2-r6]1 2048 A2-re csokken. A trajektéria
utolsé 100 ns-hoz tartozé SASA-értékek eloszlasat a grafikon mutatja. A csucsok feletti szamok az illesztett Gauss-
gorbék kozéppontjat jelzik, 0,5, 0,6, 0,6, 0,4 c értékekkel a wt és a mutans rendszerek 1. és 2. maximuma esetében.
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Az AAP-re vonatkozo6 eddigi legfontosabb megallapitasainkat osszegezve elmondhat6, hogy az
emlds pAAP egy promiszkudzus enzim, amelynek legvaldszinlibb oka, hogy az aktiv helye
tdgasabb és flexibilisebb, mint a szerin proteazok tobbségének. Ez pedig (legaldbbis részben)
annak a kévetkezménye, hogy egy a hidrolaz domén szerkezeti integritasaért felel6s kézponti -
red6be egy Pro ékel6dik, ami mind az aktiv Ser-t hordozé huroknak, mind a kot6zseb méretét
meghataroz6 oxianion huroknak fokozott mozgasi-szabadsagot biztosit. A fehérjemérnokség,
azaz a tervezett fehérjék és mesterségesen modositott enzimek koraban, kiilondsen izgalmas
volt megérteni, hogy a természet (vagy az evolucid) miként szélesitette ki az oly sokat hasznalt
szerin-protedz katalitikus tridd szubsztrat-korét anélkil, hogy az enzim elveszitette volna a
hatékonysagat.

Kiterjesztve az 0sszegzést az oligopeptidaz csalddra, a természet ,kreativ lustasadgat” érhetjiik
tetten - ebben a csalddban topoldgiailag azonos hidrolaz és propeller doménekbdl meglep6en
sokféle struktura és funkcié épiil fel. Kiilonboz6é mértékii oligomerizacio, kiilonb6z6 szelekcids
stratégiak, eltér6 mozgékonysag és valtozatos szubsztratprofil kialakitdsdhoz ugyanazt a két, jol
bevalt épitéelemet finomhangolta az evolucié.

Az altalanos topoldgia lehet6vé teszi valamennyi oligopeptiddz szamara, hogy egy indukalt
illeszkedési 1épésben kitagitsa propellerporusat, multimerizal6djon vagy felnyiljon, ami harom
alapvet6en eltérd szubsztrat belépési/kilépési titvonalat hoz létre a kiilvilag és a domének kozé
elrejtett katalitikus hely kozott. Kutatasainkat végigkisérd egyik legérdekesebb kérdés épp az
volt, hogy mely szerkezeti jellemz6k kddoljak az egyik vagy a masik stratégia kivalasztasat.

Az egyik dontd fontossagu jellemz6 a His-hurok rugalmasséaga. E régio flexibilitdsa alapvetd
fontossagu a felnyil6 oligopeptidazok esetében, mivel a szelektivitast a nyitott formaban az aktiv
centrum ,kikapcsoldsa” biztositja a His-hurok destabilizacioja révén. Ennek megfeleléen a POP,
OPB és ApAAP esetében a His-hurok alakjat, a katalitikus His helyzetét és orientaciéjat domén-
kozi kolcsonhatdsok hatarozzak meg. Igy az aktiv hely reakci6képessége a propellerdomén
kozelségéhez van kotve - annak tavollétében a katalitikus apparatus ,kikapcsol”. Ezzel szemben
a két domén kozotti dlland6 bejarattal rendelkezé multimer enzimekben (mint példaul a PhAAP,
szelektivitast az oldals6 bejarat megkozelithetségének korlatozasaval érik el a megfelel
enzimek, azokat a multimer struktirak belsejébe rejtve.

Az oligopeptidazok szerkezetében a His-hurok a monomer felszinén talalhaté a-hélixet és a
hidrolaz domén kézponti B-redéjének terminalis B-szalat koti 6ssze (55. abra). Erdekes médon
ez a 6-8 aminosavbol allé szélsé B-szal minden esetben szabalyos, nyujtott konformaciéjq,
nincsenek csavarodasok, kitiiremkedések vagy olyan t6ltott aminosavak, amelyek megzavarnak
hidrogénkdotési potencialjat; igy idedlis asszociacios felszin. A megfelel6 szekvenciakat a WALTZ
prediktor?6s nagy valoszintiséggel amiloidképzdédésre alkalmasnak ismerte fel, a PhAAAP kapta a
legmagasabb, 98,3 pontszamot, de a tobbi szekvencia is 80-90 amiloid potentcialt hordoz!!l. Az
amiloid tipusu aggregaciora vald hajlam, azaz B-redés szalak szoros egymashoz rendezdédése
altal kivaltott szerkezet- és funkcid-vesztése a fehérjék altaldnos tulajdonsaga, amelyek ezért
szerkezeti és szekvencialis adaptaciés mechanizmusokat fejlesztettek ki a felszinhez kozeli -
szalaik védelmére. Az aggregaciora hajlamos konformerekkel szembeni negativ szelekcié a
feltekeredés és molekulakomplexek kialakulasanak egyik meghataroz6 komponense?¢s,

A monomer oligopeptidazok (mint példaul a POP és az OPB) esetében ezt a felszini, fokozottan
kolcsonhatasra-képes B-szalat egy 72, illetve 95 aminosav hosszu N-termindlis nyudlvany fedi el.
Bar ezek a szegmensek szekvencidlisan propellerek aminosavaihoz csatlakoznak, a hidrolaz
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domének mellett futnak, és egy véd6pdantot alkotnak koriilotte. Szamos hidrogénkotés jon létre
kozottiik, amelyek ezt a védelmi szegments a ragadds (-szdlhoz és a két oldalan allé kapudr o-
hélixhez rogziti. Mivel a POP szerkezetét nyitott konformdaciéban is meghataroztak,
megallapithatd, hogy ezek a kolcsonhatdsok a felnyilds sordn nem valtoznak: a védépantok
egyltt mozognak a védelmezett szegmenssel. A POP N-termindlis szegmensének eltavolitdsa
(felszamolva a ragadds-f3-szal védelmét) aggregaciét és inaktivaciot eredményez az eltavolitott

4

szegmens méretétdl fliggen1e’.

Az ApAAP, a PhAAP, a DPP-1V és a pAAP esetében a ragados 3-él a monomer felszinén védtelen,
ezek az oligopeptidazok tehat multimerizalédnak. Az ApAAP dimerben példaul a monomerek
ugy illeszkednek egymashoz, hogy az egyik monomer ragadés [-szalat a masik monomer
megfelel6 szala antiparallel orientaciéban tokéletesen eltakarja, igy a dimerben egy 16-tagy,
egybefiiggb B-redd jon létre. Ebben az elrendezésben a két aktiv centrum ellentétes irdnyba néz,
ami lehetévé teszi, hogy egymastdl fiiggetleniil miikodjenek - akdr markansan eltérd
konformaciét is felvehetnek, ahogyan azt az ApAAP nyitott/zart vegyes dimer szerkezetében
lattuk. A rugalmassag megmarad, mert csak a hidroldz domének vesznek részt a dimerizaciéban,
ami azért is 1ényeges, mert az ApAAP monomer zart formdajanak szerkezetében nincs olyan
oldalsé nyilas, amely lehet6vé tenné a szubsztratok belépését a katalitikus zsebbe (92. abra).

POP (1h2w) DPP4 (1j2e) ApAAP (4re6) PhAAP (4hxe)

z o

92. dbra. Multimerizacié és a ,ragadés” B-él elrejtése az oligopeptidazok korében. a.) A hidrolaz domén (kék)
koézponti B-reddje (rézsaszinnel kiemelve) - sematikus dbrazolasban. b.) A pAAP, POP, DPP-1V, ApAAP és a PhAAP
aktiv formaja (az a.) panelen bemutatott szinezéssel). A kozponti $-redd legkiils szala (élénk piros) minden esetben
el van fedve: a pAAP, DPP-1V, ApAAP és a PhAAP esetében a multimerizacié altal, a POP esetében a monomer hossz1,
helikalis N-termindlis szakasza altal.
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A DPP-1V, PhAAP és a pAAP exponalt B-szalaihoz val6 szabad hozzaférést kis kitliremkedések -
Jtavtarték” - akadalyozzak, melyek az ApAAP esetében megfigyelhet6 fej-fej dimerizaciot
ellehetetlenitik. A DPP-IV ezért ugy dimerizalédik hogy a dimerben az egyes monomerek
kozponti B-red6i kozel meréleges irdnyban taldlkoznak, a PhAAP esetében a propeller domén
egy nyulvanya rendezédik a szomszédos monomer ragadds 3-éle mellé és az igy képzett dimerek
trimerei alkotjak funkcionalis hexamer format. A pAAP els6dleges kolcsonhatasi felszinének
szintén kritikus eleme a ragadds (3-él, ami a propeller és a hidrolaz domén egy-egy szegmensével
alakit ki inter-monomer kontaktusokat. Mivel mindhdrom esetben mind a hidrolaz, mind a
propeller domén részt vesz a multimerizacioban, a domének mozgasa sziikségszeriien
korlatozotta valik; igy ezeknek az enzimeknek a hatékonysdg fenntartisdhoz monomereik
felszinén alland6 bejarati nyilassokkal kell rendelkezniiik. A multimer struktirak ezeket a
bejaratokat elrejtik, valamint belsd iiregek, csatorndk és dinamikusan fluktualé sziikiiletek
kialakitasaval jarulnak hozza a szubsztrat-szelekci6 finomhangolasahoz (93. abra).

aktiv hely-hurkok
p-él fedettsége inter-domén oldalso bejarat
kolesonhatasokban

l J x Flexibilis monomer
X v 4 X Flexibilis dimer
x x J Onszervezodés

(tetramer, hexamer)

93. dbra. Multimerizaciot befolyasolé szerkezeti elemek az oligopeptidazok korében.

A topoldgiailag nagyon hasonl6 felépités(i oligopeptidazok koérében tehat a multimerizacié és
onszervezddés modjat az inzercidk, az N- és C-termindlis nytlvanyok mérete és elhelyezkedése
és a doménkozi kolcsonhatasi mintazatok hatdrozzadk meg, mig a katalizis hatékonysag és
szelektivitds szempontjabdél dont6 fontossagu lehet a kritikus pontokon megjelen6 egy-egy
aminosav-csere. Ezek mind olyan kiilonbségek, amelyek a kozos feltekeredési séman nem
valtoztatnak, mégis rendkiviil valtozatos szerkezetek és funkcidk kialakitasara teremtenek
madot.
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4. Osszegzés (zarszo és koszonetnyilvanitas)

Visszatekintve a bemutatott munkakra nem tudok mast mondani, mint amivel elkezdtem -
nagyon halas vagyok ezért a tudomdanyos életitért.

PhD fokozatom megszerzése oOta eltelt negyed évszazad folyaman nagyon valtozatos
rendszerek szerkezet-funkcié Osszefliggéseit tanulmanyozhattam. Az itt bemutatott
munkakon tdl részt vettem (a teljesség igénye nélkiil) amiloid aggregaciéra képes peptid
hormonok és transzmembran receptoraik, virus fehérjék és human receptoruk, MASP-
fehérjék vagy az 6rokké valtozé transztiretin vizsgalatdban. Egy-egy ilyen témakor kapcsan
nem csak a makromolekuldkat, hanem a veliik dolgozé dedikalt kutatécsoportokat is
megismerhettem. Készondm mindenkinek, aki megosztotta velem eredményeit, hogy egyiitt
gondolkodhattunk, tanulhattunk egymastél és kozosen élhettiik at a felfedezés 6romét - djra
és Ujra racsodalkozva a teremtett vildg rendjére és a rend mogott rejld, egymadst segitd és
egymassal versengd folyamatok hihetetlen komplexitasara.
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