OTKA T 43446 zarbjelentés

1. A téma megnevezése:

A Modularis Szervezédes Szerepe a Feherjék Térszerkezetének
Kialakuldsaban és a Katalitikus Funkcio Megvalésitasaban

2. A munka kezdete és befejezése: 2003. januar. 1. — 2006. december 31.

Kutatasaink ket altalanos kérdés vizsgalatara iranyultak:

1) A fehérjék nagyobb szerkezeti egységei (modulok, domének, alegységek) hogyan és
milyen torvényszeriiségek szerint hatarozzak meg a nativ térszerkezet kialakulasanak

még jelenleg tisztazatlan 6nszervezédési folyamatat?

2.) A kilénbozo szerkezeti adottsagokkal rendelkezé modularis fehérjek domenjei kozott
mikod6é kommunikécié milyen kapcsolatban van a funkcionalis tulajdonsadgokkal?
Ehhez kapcsolddik az is, hogy a szerkezeti flexibilitas révén megvalosulé domén-

mozgésokat milyen molekularis-szintii mechanizmusok iranyitjak?

Mindkét kerdéskor a fehérjeszerkezeti egységek (modulok, domének, alegységek) a
fehérjemolekulan beluli 6sszehangolt viselkedésével fiigg 6ssze. Munkank célja a szerkezeti
egységek egyuttmitkddése torvényszeriiségeinek, molekularis mechanizmusanak feltarasa volt.
Vizsgéalatainkat két kiilonb6zé komplexitasi moduléris fehérjén (enzimen) végeztik.

Az egyetlen polipeptidlancbol felépllo, két szerkezeti doménre tagozodo foszfoglicerat kinaz
(PGK) esetén a C- és N- terminalis domén viszonylag 6nallo térszerkezet-kialakito képességét
mar korabbi munkaink megmutattak. Jelenlegi, most befejez6dé négy éves kutatasi periédusban
az enzim miikodéséhez szikséges domen-mozgasoknak, a két domén 0Osszezarodasanak
részletes molekularis szintii mechanizmusat és a szubsztratoknak ebben betdltott szerepét
vizsgaltuk és irtuk le. A domén-mozgasoknak igen sok mas enzim-fehérje mukdodésében is
alapvet6 szerepe van (pl. a szubsztratok reaktiv csoportjainak orientalasaban, a zart aktiv
centrumban a reakciohoz sziikséges optimélis koriilmények megteremtésében), de mindeddig alig
van arra pelda az irodalomban, ahol az ilyen nagyléptékii fehérjeszerkezeti flexibilitas

molekulaszerkezeti hatterét, mozgatd rugoit feltartak volna.

Munkank megkezdésekor a kristalyszerkezetek alapjan a PGK domének mozgasat iranyito

molekularis csuklok elhelyezkedésérsl mar volt elképzelésink. Azt is tudtuk, hogy az enzim-



szubsztrat kapcsolddas elengedhetetlen a domeének egyuttmikddése soran megvaldsulod
doménzarddashoz, azonban az egyes szubsztratok kilon-kilon kifejtett ill. egylttes szerepe még
tisztazasra vart. Célunk volt annak felderitése, hogy a kiilon-kilén doménen kétédo szubsztratok
milyen atomi szinti kélcsonhatasokon keresztll iranyitjak a kotéhelylktol tavol esé molekularis
csuklok mikodését. Ehhez elszor is tisztazni kellett az egyes szubsztratok, igy az eddig még nem
ismert MgATP, az 1,3-biszfoszfo-glicerat (1,3-BPG) és az enzimaktivitast szabalyozo (aktivalo)
anionok kotédesi modjanak bizonytalansagait is.

A PGK nukleotid-szubsztratja, a MgATP enzimszerkezetre gyakorolt hatésa és a vele
komplexet alkoté Mg®*-ion szerepének tisztazasara meghatéaroztuk az ATP-t ill. MgATP-t k&t
sertésizom PGK komplexek krisztallografis szerkezetét 1,9 és 2,1 A felbontasban. A Mg?*-ion
tavollétében az ATP erésen elektrosztatikus, valoszintileg nem specifikus kdlcsonhatast alakit ki
az enzimmel. Fémion jelenlétében viszont a foszfatlanc enzimmel vald kélcsonhatasa latszdlag

meggyengiil.

A MgATP kotodesét dsszehasonlitottuk a mar korabbrol ismert MgADP-komplex szerkezetevel.
Megallapitottuk, hogy a Mg -ionnal alkotott komplexekben az ATP és ADP foszfat-csoportjai
egymastol lényegesen eltéré kolcsdnhatasba lépnek az enzimmel. Amig a fémion az ADP
foszfatlancat a domének kozotti csuklo-régio egyik (13-s szamu) hélixéhez rogziti, addig az ATP
foszféatjait egy masik, C-terminalis domen-beli hélix (8-s szamu) pozitiv téltésti N-terminalisa fele
orientalja (1A abra). Az utobbi hélix a domének kozotti csatorna peremén helyezkedik el és az
ATP-vel valé koélcsonhatasa kapcsolatba hozhaté egyrészt a doménzarddassal, masrészt a
katalizalt reakcioban atadoddé foszfo-csoport atmeneti stabilizalasaval. A MgADP és MgATP
eltéré kotodés-modjat a krisztallografias adatok mellett az oldott enzimmel vegzett kinetikali
kettsgatlas, izotermalis titralo kalorimetrias (ITC), tiol-reaktivitasi es differencialis pasztazé
mikrokalorimetrias (DSC) vizsgélataink is alatamasztjdk. Kisérleti adataink egyértelmien
bizonyitottdk, hogy a MgATP és a MgADP adenozin résziikkel azonos, de foszfatlancukkal
eltéré kolcsonhatasokat alakitanak ki az enzimmel. Ez mutatkozik meg példaul abban az ITC-s
Kisérleti eredményben, hogy mig a MgATP kétodése inkabb entrdpia-, addig a MgADP-jé inkabb
entalpia-vezérelt folyamat. Az eltéré kolcsdnhatasok a DSC-s kisérletek tandsaga szerint azt is
eredményezik, hogy a MgADP az enzimet sokkal jobban védi a hédenaturacidval szemben, mint
a MgATP. Ezek a kiilénbségek a nukleotidokkal komplexet képezé Mg?* speciélis hatasanak
tulajdonithatdak. A Mg®* tavollétében az ATP és ADP hasonlé mértékii védshatast fejtenek ki a

PGK szerkezetére es kotodési allandojuk értéke is hasonlo.



MgAMP-PCP
MgATP
MnAMP-PNP

1. dbra

A MgATP kotédési modjanak dsszehasonlitasa a MgADP (A) és az ismert nukleotid-analdgok (B)
kotédési modjaval Az A dbran a z6ld MgATP mellett a kotétt MgADP (barna) lathatd. A B abra a
MgAMP-PNP (kék), illetve a MgAMP-PCP (piros) analog kétédési modjat mutatja, a zélddel jelolt
MgATP-hez hasonlitva. A nukleotidokat goly6s, a kdlcsdnhat6 oldallancokat palcika modell jel6li, a

hélixeket pedig szalagdiagram. A szerkezetek a nukleotidok adenozin gyiiriije szerint vannak
0sszemasolva.

Vannak azonban kulénbségek is az oldatkisérletek és a meglévé kristalyszerkezetek kozott. A
MgATP analog MgAMP-PCP és a MgAMP-PNP-vel meghatarozott kristalyszerkezetek a két
analog foszfatlancanak latvanyosan eltér6 kotédési moédjat mutattak (1B abra). Azonban a
Kinetikai kettosgatlas, tiol-reaktivitasi és DSC kalorimetrias oldatkisérleteinkben a kétféle analog
és a MgATP hasonlé viselkedését tapasztaltuk. Mindebbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a kristalyos
és az oldott enzim kozotti kilonbségek csak latszolagosak: mig oldatban a MgATP és
analdgjai  foszfatlancanak valddi flexibilitdsa nyilvanulhat meg, addig kristdlyban a tobb
lehetséges konformacios allapot egyike vagy masika rogzil. Mindennek alapjan feltételezzik,
hogy az enzimen kotott MgATP foszfatlanca ket alternativ kotéhely kozott képes elmozdulni
és ez altal eléseqgiti a fent emlitett két hélix (8-s és 13-s) egymashoz valo kdzeledését, azaz a
domének 0Osszezarodésat és a katalizis soran. A MgATP-nek az ITC titralasi kisérletekbol
kovetkez6 entrOpia-vezérlet kotodése tehat minden bizonnyal a nukleotid foszfatlanca

flexibilitasanak tulajdonithato.

Az instabil szubsztrat, a 1,3-biszfoszfoglicerat (1,3-BPG) PGK-hoz val6 kotédési modjat
krisztallogréafias modszerrel nem lehet meghatarozni, ezért modellezést végeztink kdtohelyének
valdszindsitésere. Ahogy varhato volt, az 1,3-BPG a 3-foszfoglicerat (3-PG) ismert helyet foglalja
el. A modellezés tovabba az 1,3-BPG foszfotranszferben kézvetlenul részt vevé 1-es foszfatjat

tobb, egymastdl Kissé kiilonbdzé orientacioban és kdlcsdnhatasban mutatta meg. Ez arra utal,



hogy a nukeotid-szubsztrathoz hasonloan, az 1,3-BPG foszfatlanca is elmozdulni képes a
kotohelyét keépezo hélixek (1-s, 13-s és 14-s) kozott (2. dbra), s ily mdédon ezek relativ helyzetét
képes befolyéasolni. Tehat az 1,3-BPG szubsztrat is hozzgjarulhat az aktiv centrum optimalis

geometriajanak kialakitasahoz a doménzarddas soran.

2. dbra

A modellezett 1,3-BPG elhelyezkedése a PGK zart aktiv centrumaban. Az abran harom 1,3-BPG
koétédési modot (kék, piros, fekete) lathatunk, melyek az 1-es foszfat pozicidjaban kilénbdznek. A
modellezések soran a vizmolekul&k pozicidja is valtozott, az adott 1,3-BPG-hez tartoz6 vizmolekulat a
megfelel6 szin jeloli. A szerkezetben kététt MgADP-t barna golyds modell dbrézolja. A hélixeket
szalagdiagram, a kélcsdnhatasokat szaggatott vonalak jelzik.

A PGK aktivitasat szabalyozo (aktivalo vagy gatlo) fiziologias anionok (pirofoszfat, citrat,
foszfat) enzimmel valdé kolcsonhatasat kinetikai, ITC, DSC, illetve tiol-reaktivitas
vizsgalatokkal jellemeztiik. Megallapitottuk, hogy az anionok toltésével és méretével aranyos az
enzim muikodésére és szerkezetére kifejtett hatdsuk. Kinetikai (kettosgatlas, aktivalas-gatlas)
kisérleteinkb6l az is kovetkezik, hogy a miikddé enzimben az anionoknak két kilénb6zé
gatlohelye van. Ezt az eredményt a kristalyszerkezeti adatokkal dsszevetve megéallapithato, hogy
a két anionkotéhely egyike azonos a 3-PG szubsztrat foszfatjdnak (azaz az 1,3-BPG 3-as
foszfatjanak), a masik pedig az 1,3-BPG 1-es foszfatjanak kotéhelyével. Prébalkozast tettlink a
kinetikai Kisérletek alapjan kimutatott aktivalo anionkdtohely kozvetlen kétodési kiserletekben
torténé azonositasara is. Ez azonban nem vezetett eredmenyre, ami az aktivalé anion PGK-val
valé gyenge kolcsdnhatasanak tulajdonithatd. Ezért modellezést végeztiink az aktivalé anionok

lehetséges kotohelyének megallapitasara. Ily modon harom anionkdétéhelyet tudtunk kimutatni



az enzimmolekula felszinén, az aktiv centrum kozelében. Erdekesség, hogy az anionkdtshelyek

kialakitasaban szubsztratok kotédésében is szerepet jatszé oldallancok is részt vesznek.

A fenti, szubsztratokra, illetve anionokra vonatkozo megallapitasok felvetették azt a lehetéseget,
hogy a MgATP foszfatlancanak, illetve az 1,3-BPG 1-es foszfatjanak flexibilitasa, tovabba az
aktivalé anionok kotodése fontos szerepet jatszik az enzim aktiv konformaciojanak
kialakitasaban, azaz a doménzarddasban. A kristalyszerkezeti adatok szerint a 8-as hélixbeli Lys
215, illetve az 1-es heélixbeli Arg 38 azok az oldallancok (lila szintiek a 2. abran), melyeknek
szerepe van a MgATP foszfatjaival, az 1,3-BPG 1-es foszfatjaval és/vagy az aktivalo anionokkal
val6 kolcsonhatasban. Ezen oldalldncoknak nemcsak kozvetlen, hanem kdzvetett szerepe is lehet

a katalizisben a doménzarddas szabalyozasan keresztil.

A feltételezés igazolasara/cafolasara mindket oldallancot helyspecifikus mutagenézissel alaninra
cseréltik. Ehhez sziikséges volt, hogy az emberi eredetii, human PGK E. coli sejtekbédl vald
expresszidjat laboratériumunkban megoldjuk, és izolalasara médszert dolgozzunk ki. Ezen enzim
szekvencidja 98 %-ban azonos az eddigiekben vizsgalt sertésizom PGK-éval. Az enzim
expresszidja lehetové tette az iranyitott mutagenézises kisérleteket. DSC és CD-méresekkel
bizonyitottuk, hogy a mutécidk nem okoztak lényeges valtozast a fehérje térszerkezetében.
Mindkét mutans PGK aktivitasa lényegesen (1/2000-ed ill. 1/700-ad részére) csokkent a vad
tipusu enzimhez kepest, bizonyitva az Arg 38-n kivil a Lys 215 alapveté szerepét is a
katalizisben. Szubsztrat-kdtédési es enzimkinetikai vizsgalataink megmutattak, hogy mig a
K38A mutansnal az 1,3-BPG szubsztrat, a K215A mutansnal pedig a MgATP az, amelynek
kotodését jellemzo Ky érték megnd. Foként azonban a kinetikus K, érték n6 meg mindkét esetben
sokszorosara. A kisérleti adatokbol arra kdvetkeztetlink, hogy az Arg 38 ill. a Lys 215 oldallanc
mar a nyitott konformaciéban, a megfelelé biner komplexekben kélcsénhatasba lép az 1,3-
BPG 1-s foszfatjaval, ill. a MgATP gamma-foszfatjaval, igazolva a krisztallogréfias és a
modellezési eredményeinket. A miikddé terner komplexekben a szubsztrat-foszfatoknak az
Arg 38 ill. a Lys 215 oldallancokkal val6 koélcsonhatasa fennmarad, mikbézben az
enzimreakcio soran atadddoé foszfat-csoport a reakcio szempontjabdl optimalis térhelyzetbe kerdl.
Igy példaul a Lys 215 oldallanc val6sziniileg a MgATP gamma-foszfatjaval egyiitt mozdul el a
doménzarddas soran. A zart konformaciéban az Arg 38 és a Lys 215 egyitt stabilizalhatja a

reakcid atmeneti allapotat, és emellett aktiv részese is a katalizisnek.



A fenti két mutans enzim tovabbi érdekes tulajdonsaga, hogy azok teljesen elvesztették a vad-
tipusu enzimre jellemz6 tulajdonsagot, az anionok altali szabalyozhatdsagot (aktivalhatosagot) is.
Ez bizonyitja, hogy az Arg 38 és Lys 215, nemcsak fontos katalitikus oldallancok, hanem az
aktivalo anionok megkotésében is szerepet jatszanak, ahogy azt modellezésink is

valoszintsitette.

A doménzarddas mechanizmuséanak megértéséhez tehat kdzelebb vittek kalorimetrias kisérleteink
is, mivel a domének igen szoros egyuttmiikodeset, tovabba mindkét szubsztrat kotodésének
szlikségességét jeleztek A PGK domenjei kozotti kooperativitds és a szubsztratokkal vald
kolcsOnhatds vizsgalatara a sertésizom és éleszt6 PGK hostabilitdsat mikrokalorimetrias és
fluorimetrids modszerrel vizsgaltuk. Mindkét esetben aszimmetrikus héatmenetet figyeltiink
meg és az egyes enzimek stabilitasara jellemz6 Tny-értékek a szubsztratok jelenlétében magasabb
hémérsekletek felé tolddtak. Annak eldontésére, hogy az aszimmetrikus jelleg a
doménszerkezetnek tulajdonithat6-e, két olyan mutans molekulat készitettilk az éleszt6 PGK-bdl,
melyek kozll az egyik csak az N-termindlis (W122), a masik pedig csak a C-terminalis (W333)
doménben tartalmaz egyetlen fluoreszcens Trp oldallancot. Az egyes mutansokra jellemzé
atmeneti homeérsékletek tovabbra is, a madszertol fuggetlendl, azonosnak adodtak. Ez azt jelenti,
hogy az N- illetve a C-terminalis domén kitekeredése parhuzamosan, nagyon kooperativ
modon torténik. A szubsztratok vedoéhatdsa is ezt tamasztja ald: a 3-foszfoglicerat az N-
doménhez, a nukleotid (MgADP, MgATP) pedig a C-doménhez kotédve, kulon-kilon a teljes
fehérjemolekula szerkezeti stabilitasat noveli. Méréseink azt is megmutattak, hogy a szubsztratok
terner komplexben tapasztalt szerkezet-stabilizalé hatasa nagyobb, mint az egyes biner
komplexekben. Ez a viselkedés azonban mér nem all fenn a kémiailag mddositott, inaktiv PGK
esetén, amelynél korabban bizonyitast nyert, hogy a szubsztratok egyuttes kdtédésekor sem megy
vegbe a doménzarddas. Mindez azt valdszindsitette, hogy a mindkeét szubsztratot koté, nativ
terner komplexben mehet csak végbe a domének Osszezarddasa. Ezt a kdvetkeztetést
erositetttk meg a PGK biner és terner enzim-szubsztrat komplexeivel végzett Kisszogi
rontgenszorasos (SAXS) méréseink, melyeket Dmitri Svergun kutatdcsoportjaval (EMBL

Workstation, Hamburg) egyuttmikddesben végeztik.

A fenti oldatkisérletekb6l az enzim-szubsztrat kolcsénhatasokra kapott informaciokat és a
kilonb6z6 enzim-szubsztrdt komplexek kristalyszerkezeti adatait felhasznalva molekuléris
grafikai analizissel meghataroztuk a két domén kooperativ viselkedésének lehetséges

molekulaszerkezeti alapjait. Feltérkepeztik az atomi koélcsonhatasok szintjen az egyes



szubsztratok lehetseges hozzajarulasat a fehérjemolekula konformacios stabilitasahoz és a zart
konforméacid kialakulasdhoz. A szerkezeti adatok alapjan érthetévé valt, hogy az egyes
szubsztratok kulon-kulon a biner komplexekben nagymértékben stabilizaljdk azt a domént,
amihez kotédnek, mivel kotédesukkel lényegében Osszetartjak az egyes domének masodlagos
szerkezeti elemeit. Az analizisbél az is kiderilt, hogy a két szubsztrat egyUttes kotédésekor a
terner komplexben csupan néhény tovabbi H-hid kotés alakul ki (3. &bra) a PGK f6 csukld
régidjaként szamontartott L jeli B-redonél a két domeén kozott. Ez kiterjesztését jelenti az egyes

biner komplexekben mar kezdeményeiben meglévé H-kotés rendszernek, és lényegesen

=z =7

N-domén
A
9.
X "‘
<P g’*zﬁ"f )
R
(AR LY, ,/‘"\ q
WAL

3. dbra

A PGK fé csuklé régidjat (A) és annak miikddesét (B) szemlélteté abrak

A: A doméneket kiillénbdzé relativ helyzetben mutaté PGK kristalyszerkezetek: két nyitottabb biner

(z6ld és kék) és egy zart terner (piros) komplex van ésszehasonlitva. A szerkezetek a C-domén B-red6i
szerint masoltuk egymasra. A molekuldkat az aC atomokat 6sszekoté vonal, az L jeli B redét
szalagdiagram jelzi.
B: A zért szerkezeti terner komplex BL red6jének kdrnyezete lathat6. A 3-PG (kék), illetve a MgATP
(z0ld) hatasara kialakul6 atomi kélcsénhatasokat nyilak jelzik. A fekete nyilak a terner komplexben, a
szubsztratok egyiittes hatdsara kialakuld kdlcsonhatésokat mutatjak.

Feltételezheté, hogy ez a molekularis folyamat eredményezi a két domeén relativ
pozicidjanak megvaltozasat, azaz a domének osszezarédasat. Ehhez a folyamathoz
jarulhatnak hozza az atmené foszfo-csoportot tartalmazd szubsztratok (MgATP ill. 1,3-BPG)
azaltal, hogy mozgékony foszfatjaik segitsegével, a fentiekben leirt mddon kozelitik
egymashoz az aktiv centrumot kialakitdé négy kilonbézé hélixet, amely tovabbi atomi
kolcsonhatasok kialakuldsahoz vezet. Tehat valoban szoros 6sszefliggés lehet a szubsztratok
szerkezet-stabilizalo hatésa és a doménzéarddas bekovetkezése kozott. Hipotézisink szerint a

doménzarddas folyamatanak legfontosabb mozzanata a ket szubsztrat egyuttes hatasara



kialakuld specialis H-kdétés rendszer, ami kettés molekularis kapcsoldként foghato fel. Ez

- sz

szlikséges optimalis konformaécidjat.

A fenti szerkezeti analizis felvetette az L jeli B-redé és az azt alkotd konzervativ
aminosav-oldallancok kulcsfontossagu szerepét a doménzar6das folyamataban, azaz az
enzim miikodésében. A kérdés tovabbi vizsgalatara a human PGK-nal Ujabb mutacidkat
hoztunk létre, egyrészt a BL-ben (S392A, T393A), masrészt a vele oldallanc-kdlcsonhatadsok
révén kapcsolatban 1évé o helix 7-ben (E192A, F190A), helix 5-ben (F165A) és helix 14-ben
(S398A). Az egyes mutaciok kuldon-kilén nem vezettek az aktivitas drasztikus elvesztéséhez,
a legkisebb aktivitassal rendelkez6 mutans (T393A) is még kb. 10 % aktivitast mutatott.
Mindez azt mutatja, hogy nem egyetlen oldallanc, hanem az oldallanc-kélcsonhatasok ko-
operativ egyuttmiikodése a felelés a fé csuklo miikodéséert. Maganak a PL-red6
polipeptid-vazanak alapvetd szerepét bizonyitja, hogy a T393 deléciéos mutans
enzimaktivitasa oly mértékben elveszett, hogy a kimutathatdsag hatarat surolta. A nukleotid-
szubsztrat konformacio-véltoztatd hatadsanak a fé csuklohoz vald kozvetitésében
feltehetéen szerepet jatszo, és a nukleotidot is kété Lys 219, Asn 336, Thr 375 és Glu343
oldallancok szerepét szintén alaninra tortén6 mutaciojukkal vizsgaltuk. A kulonféle
enzimoldgiai és fizikai-kémiai vizsgalatok még folyamatban vannak, annyi azonban bizonyos,
hogy a nukleotid kotésében résztvevo oldallancok koziil (a kordbban emlitett és vizsgalt Lys
215 mellett) a Lys 219 és Asn 336 szintén alapvetéen sziikségesek az enzim miikodéséhez és
a domének za&rddasdhoz, mivel a nukleotid-szubsztrat hatasat képesek kozvetiteni a f6 csukld
régiéhoz. Fontos szerepiiket az is mutatja, hogy bar a masik szubsztrat, a 3-PG kotésében nem
vesznek reszt a biner komplexekben, mutacidjuk mégis mindkét szubsztrat K. értekét
jelentésen megnoveli, azaz a katalitikus komplexben létrejovo és a katalitikus torténésekert

felel6s enzim-szubsztrat kdlcsonhatasokat szabalyozzak.

Osszefoglalva, a PGK enzimmel végzett kiilonbozé tipusd (enzimoldgiai, krisztallografiai és
fizikai-kémiai) kiserletekbdl, molekularis modellezésbol és a kristalyszerkezeti adatok
grafikus analizisébdl Uj megéllapitdsokat tettink az enzim-szubsztrat kélcsénhatasok
molekularis részleteire. Ennek soran Kkiderilt, hogy az enzim-szubsztrat kapcsolat

megengedi a szubsztrat bizonyos mozgékonysagat az aktiv centrumban. Ez a mozgékonysag

- sz



szubsztrat egyuttes kotédésekor Kialakuld specialis H-kotés-rendszer felelés. Ez, mint
egy kettés molekularis kapcsold, bizonyos konzervativ oldallancok részvételével irdnyitja, az
enzimmolekula fé csukld régiojanak mozgasat. A molekuléris csukldo mikddesének leirdsa
egyben feltarta a PGK doménzarddasi mechanizmusanak részleteit, és példat szolgéltat arra is,
hogy milyen stratégiat érdemes kévetni mas, tobb domeénbdl feléplilé enzimek mikodésenek

szerkezeti alapokon val6 megértéséhez.

A dimer szerkezetti izopropilmalét-dehidrogenaz (IPMDH) esetén az enzim térszerkezet-
kialakulasi folyamatat tanulmanyoztuk, amely két szempontbdl is érdekes. Egyrészt a fehérjék
nativ térszerkezete kialakulasanak mechanizmusa még ma sem tisztazott és kiilénésen keveset
tudunk a bonyolultabb szerkezetii, pl. oligomer fehérjekrol. Masrészt nem tisztazott, hogy a
denaturacié és renaturacié ellentétes folyamatainak sebessége hogyan hatarozza meg a
fehérjek konformécids stabilitasat, mint pl. a hoéstabilitast. A keérdesek vizsgalatara
0sszehasonlitd denaturacios-renaturacids kisérleteket végeztink a termofil Thermus

thermophilus, a mezofil Escherichia coli és hidegtiiré Vibrio sp. 15 IPMDH-val.

Feltételeztiik, hogy a monomerek dimerekké torténé asszocidcidja az aktiv térszerkezet-
kialakulasnak fontos lépése, ugyanis az IPMDH aktiv centrumok kialakitdsdban mindkét
izolog modon 0Osszekapcsolodd alegység részt vesz. Ezzel dsszhangban van az a
megfigyelésiink, hogy a renaturdcié folyamata (fehérje-fluoreszcencia ill. enzimaktivitas
visszatérése) mindharom IPMDH eseten bifazikus idogorbe szerint zajlik. Mivel az
id6gorbék menete nem figg az alkalmazott fehérje-koncentraciotdl, feltételeztik, hogy az
IPMDH térszerkezetének kialakulasahoz sziikséges a polipeptidlancok korai szakaszban
bekdvetkez6 asszociacioja, majd ezen inaktiv dimer intermedier szerkezete rendezédik at egy
lassabb elsérendti folyamatban aktiv enzimmé. Mas tipusd, az ANS fluoreszcens festek
jelenlétében végzett renaturacios vizsgalataink egyeértelmiien alatamasztottak egy molten-
globula-szerii renaturécids intermedier 1étezését. CD-spektroszkdpiai mérésekkel kimutattuk
azt is, hogy a masodlagos fehérjeszerkezeti elemek mar a renaturacié kezdetén, néhany
masodpercen belul kialakulnak. A reaktivalodas és a renaturacio kinetikajanak dsszehasonlitd
analizisét elvégezve arra kovetkeztetiink, hogy mar az inaktiv intermedier keletkezese elétt
kialakul egy jellemzé fehérje-fluoreszcenciaval rendelkezé renaturdcids koztitermék, ami
természetesen szintén inaktiv. Meghataroztuk az intermedier fluorimetrids spektrumat is,
amely jobban hasonlit a nativ, mint a denaturalt IPMDH spektrumahoz, azaz hatarozott

szerkezetre utal. A fenti adatok alapjan a kovetkezé mechanizmust allitottuk fel az IPMDH
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renaturdciojara: D+D—12—12*—N2 (ahol D denaturélt monomer, 12 és 12* inaktiv dimer
intermedierek, N2 nativ dimer). Tehat valdszini, hogy az IPMDH nativ térszerkezete

kialakuldsanak elofeltétele a polipeptidlancok asszociéacidja a renaturéacio kezdeti fazisaban.

A mechanizmus tovabbi vizsgalatara fluorimetrids gyorskinetikai meréseket kezdtiink el, a
Pushchino-i Fehérjekutato Intézettel egyittmiikddésben, hogy meghatarozzuk a renaturacio
kezdeti gyors szakaszdnak Kinetikai rendaségét. A feltételezett gyors dimerizécidnak
masodrendii, fehérje-koncentraciotol fuggé idégorbe felelne meg. A kezdeti Kisérletek
azonban eddig még nem hoztak egyértelmti eredményt, mert magasabb
fehérjekoncentracional aggregacié zavarta meg a folyamatot. A probléma megoldasan
dolgozunk a Kisérleti korilmények véaltoztatdsaval: GuHCI helyett urea hasznalata
denaturalészerkeént eléonydsebbnek latszik.

A Kkulonbozé héstabilitasu IPMDH-k renaturacids idégorbéi nem mutatnak lényeges
kilénbséget: a fehérje kompakt szerkezete (ANS jeldlés) és ezzel parhuzamosan az aktivitas
néhany perces felezési idovel tér vissza. A renaturacié folyamataval ellentétben az enzim
denaturacios kinetikaja 8,5 M uredban nagymértékben kilonbozik: a felezési idék rendre 1
Ora, 5 perc és 5 mp, azaz minél nagyobb hdstabilitasi az IPMDH, annal lassabban
denaturalodik. A szubsztratok nagymértékben védenek a denaturacidval szemben: a védohatas
a termofil enzim esetén a legkisebb, hidegtiiré enzim esetén a legnagyobb, igy az enzim-
szubsztrat komplexek denaturacidja mar hasonld idéskalan zajlik. Az IPMDH-k
stabilitasbeli kulénbségei tehat kizarolag denaturaciojuk kulonbézé sebességenek
tulajdonithatd. Ennek héatterében a kuldnb6zé héstabilitast eredmenyezé nem-konzervativ
oldallancok eltér6 természeti kapcsolatanak kilonbdz6 sebességgel torténdé megsziinése
allhat. Az IPMDH-k renaturaciojanak azonos sebességet pedig feltehetéen az IPMDH
funkciohoz szukseges specialis térszerkezet hatarozza meg, amelynek meghatarozo eleme a
konzervativ oldallancok kozotti kapcsolat, s mint ilyen, azonos mechanizmussal, azonos
sebességgel alakul ki, flggetlenil a kulonb6zé IPMDH-k szerkezeti stabilitasatol. A
feltételezéseket igazolni latszik a termofil Thermus thermophilus, a mezofil Escherichia
coli és a hidegtiiré Vibrio sp. 15 IPMDH-k terszerkezetének részletes molekularis grafikai
analizise, a konzervativ és nem konzervativ oldallancok molekularis kontaktusainak

0sszehasonlito vizsgalata.



