“Fehérjék konformdcios flexibilitdsa mint a biomolekularis felismerés és a jeltovabbitas
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A Dbioldgiai rendszerek oOnszervezddésének ¢és az ¢letfolyamatok szabalyozasanak
alapja a molekularis szintli felismerés, ami szerkezeti és toltés komplementaritason alapuld
dinamikus folyamat. Az elmult négy év soran fehérjék — elsGsorban enzimek — és fehérje
komplexek szintjén foglakoztunk a felismerés (jelgeneralas), jelatadds és az élettani hatds
Osszefiiggéseivel. A térszerkezet alapjan, a konformécids dinamika figyelembevételével
kiséreltik meg az intramolekularis és molekulak kozotti jelatvitel megértését atomi
felbontassal. Eredményeinket 51 kdzleményben publikaltuk, jeles nemzetkozi folyodiratokban,
tovabba a gazdasagilag hasznosithatd eredményeinket szabadalmaztattuk. A kozlemények
Osszesitett impakt faktora 195,121. A kutatocsoport viszonylag nagy létszama lehetové tette,
hogy a sziikséges rekombindns DNS munkat, a fehérjék expressziojat és tisztitdsat, a
szerkezet vizsgalatot és a funkciondlis méréseket legnagyobbrészt magunk végezziik. A
csoportban parhuzamosan, egymassal kdlcsonhatasban, laboratoriumi kisérletez6 munka és in
silico bioinformatikai tevékenység folyt.

Kisérleti objektum tekintetében munkank fokuszaban molekularis immunoldgiai
kérdéskor, a komplementrendszer, azon beliil is, a nemrég felfedezett lektin Gt fehérje
komplexei alltak. Ez a rendszer megjeleniti a jelfelismerés, a jeltovabbitas, jelerdsités és a
végrehajtds egymadstdl jol elkiilonithetd 1épéseit és sok ledgazassal kapcsolja Ossze
molekularis szintii védekezést egyéb csatolt folyamatokkal (pl. gyulladas, vazoaktivitas).
Ennek révén az elmult periddusban szamos, immunologiai és élettani szempontbdl fontos Uj
felismerést tettiink. Gyogyszerfejlesztési szempontbol jelentdsnek igérkezé eredményeinket
két szabadalom védi. Ezzel kapcsolatos hasznositasi szerzodéseink alakuloban vannak.
Alapkutatasi és gyakorlati eredményeinket az alabbiakban részletezziik:

A komplementrendszer a természetes immunitas egy 6si, effektor komponense. A kb. 40
fehérjemolekulabol allo rendszer képes felismerni, megjeldlni és megsemmisiteni a fert6zo
mikroorganizmusokat €s a veszélyesen megvaltozott sajat struktarakat (pl. rédkos vagy
apoptotikus sejtek). A komplementrendszer ezt a sokrétl funkciot Onszervezddd
fehérjemolekuldk Osszetett haldzata révén latja el. A komplementrendszer ezért idealis
objektum arra, hogy tanulminyozzuk a fehérjék Onszervezddését, a fehérje-fehérje
kolcsonhatdsokat, az allosztérikus jelgeneralas ¢és jelerdsités mechanizmusat. A
komplementrendszer gerincét olyan szerin protedz enzimek képzik, amelyek egymast
szigorlan meghatarozott sorrendben, kaszkadszerlien aktivaljdk. Az enzimkaszkad
aktivalodasa soran a kezdeti jel nagymértékben feler6sodik és olyan effektor mechanizmusok
indulnak be (pl. opszonizacio, sejtlizis, gyulladaskeltés), amelyek a veszélyes strukturak
semlegesitéséhez eltavolitasdhoz vezetnek. A komplement kaszkad harom egymastol tobbé-
kevésbé fiiggetlen uton, a klasszikus, a lektin és az alternativ ton keresztiil aktivalodhat.
Kutatasaink sordn elsdsorban a klasszikus ¢€s a lektin 0t indité 1épéseivel foglalkoztunk.
Mindkét aktivalodasi utra jellemzO, hogy a veszélyes strukturdkat Gn. mintazatfelismerd
molekulak detektaljak, amelyekhez szerin protedz enzimek kapcsolodnak. Ezek a proteazok
zimogén formdban vannak jelen mindaddig, amig a mintazatfelismerd molekula nem kotédik
az aktivator strukturahoz. A klasszikus 1t indité komplexében (C1) a C1q a mintazatfelismerd
molekula, amelyhez két Clr és két Cls szerin proteaz molekulabol allo tetramer (C1s-C1r-
C1r-Cls) kapcsolodik. A lektin ut esetében tobbféle mintazatfelismerd molekula létezik
(MBL, H-, L-, M-fikolin), amelyekhez tobbféle szerin proteaz (MASP-1/-2/-3) is
kapcsolodhat ma még nem ismert sztdchiometria szerint. Az OTKA palyazattal finanszirozott
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kutatas soran legfobb eredményeinket a szerin protedzok aktivaloddsanak mechanizmusaval
¢s az aktivalodas fiziologiai kdvetkezményeinek felderitésével kapcsolatban értiik el.

A C1 komplex valamennyi ismert modellje feltételezi, hogy az aktivalddas soran a Clr,Cls;
tetramer nagyfoku flexibilitassal rendelkezik a komplexen beliil. Eddig azonban nem volt
ismert ennek a flexibilitdsnak a forrasa. Felfedeztiik, hogy a Clr molekula CUB2 doménje
kiilonleges tulajdonsagokkal rendelkezik, ami nagyfokt flexibilitast kdlcsondzhet az egész
molekulanak (Major et al., J. Biol. Chem. 285:11863, 2010). A CUB2 doménnek csak Ca®*
jelenlétében van rendezett térszerkezete, a fémiont nem koté formanak rendezetlen, flexibilis
struktirdja van. Fiziologias koriilmények kozott a CUB2 domének csak részlegesen vannak
telitve kalciummal, ami biztosithatja az autoaktivalodasi folyamathoz sziikséges flexibilitast.
Feltételezzilk, hogy a CUB2 domének Ca** kapcsoloként miikddve szabalyozzak a Clr
autoaktivalodasat a C1 komplexen beliil.

A lektin 0t protedzai kozil egyedil a MASP-2 képes C4 komponenst hasitani, ezért
nélkiilozhetetlen a C3-konvertdaz enzimkomplex (C4bC2a) kialakitasdhoz. Korabbi
génsebészeti és enzimkinetikai kisérleteinkbdl arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a szerin
protedz doménhez kapcsolodd CCP (komplement kontrol protein) modulok dénté modon
hozzajarulnak a MASP-2 szubsztratspecificitdsanak a kialakitdsdhoz, feltételezhetden kiilsd
kotohely (exosite) kialakitdsa révén. A kozelmultban ezt az elméletiinket sikeriilt szerkezeti
bizonyitékokkal is aldtdmasztanunk. Egy dan kutatdcsoporttal egyiittmiikodve, akik a C4
fehérje szerkezetének megoldasan dolgoztak, sikeriilt meghataroznunk a MASP-2-C4 enzim-
szubsztrat komplex kristalyszerkezetét (Kidmose et al. PNAS 109:15425, 2012).
Varakozasainknak megfeleléen a MASP-2 nem csak szerin protedz doménjén keresztiil
kapcsolodik a C4 molekulahoz, hanem a CCP modulok kotédnek a C4 fehérje C-terminalis
C345C doménjéhez egy kb. 500A2 feliiletli kotdhelyen keresztiil. Egy masik, nem vart kiilsd
kotohelyet is detektaltunk a C4 szulfotirozin régidja és a MASP-2 szerin protedz doménje
kozott. Tudomdasunk szerint ez az elsd olyan kristalyszerkezet, ami egyértelmiien bizonyitja a
nemkatalitikus domének szerepét egy multidomén szerin protedz szubsztratspecificitdsanak
kialakitasaban. A CCP doméneken taldlhato kiilsé kotdhely, mivel nagy valdszinliséggel
kialakuldsdnak mechanizmuséban.

A MASP-1 fiziolégias szerepe az egyik legvitatottabb kérdés a komplementrendszer
aktivalodasaval foglalkoz6é kutatok kozott. Az eddig uralkodo allaspont szerint a MASP-2 a
lektin 1t kulcsenzime, mivel a MASP-2 képes autoaktivalodni valamint C4 és C2 hasités
révén C3-konvertaz komplexet generalni. A MASP-2 tehat, mint ezt in vitro kisérletek
bizonyitjak, egy mintazatfelismerd molekulahoz kapcsolddva 6nmagéaban képes beinditani a
komplement kaszkadot. A sokkal nagyobb koncentracioban jelenlévé MASP-1 C4-et nem,
csak C2-t képes hasitani, ezért ennek az enzimnek csupan kiegészité szerepet tulajdonitottak
az aktivacié mechanizmusaban. Az egyes proteazok pontos szerepének a tisztdzasara egy Uj
stratégiat alkalmaztunk. Az ELTE Biokémiai Tanszékével egylittmiikodve fag-bemutatés
technikdval specifikus inhibitorokat fejlesztettiink a MASP-1 és MASP-2 protedzok ellen
(Kocsis et al. J. Immunol. 185:4169, 2010). A napraforg6 tripszin inhibitorbdl kiindulva olyan
kanonikus inhibitorokat szelektaltunk, amelyek csak a MASP-okat gétoljak. Az inhibitorok
szelektiven gatoltdk a lektin utat, meglepetésiinkre azonban a MASP-1-et is gatlo inhibitor
rendkiviil hatékony gatlészernek bizonyult. Eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy
szemben az eddigi elmélettel, a MASP-1-nek fontos szerepe van a lektin ut beinditasaban,
nagy valoszinliséggel a zimogén MASP-2 gyors hasitdsan keresztiil. Mindezek alapjan a
MASP-1 egy 1j targetnek tekinthetd a patologikus komplementaktivalodas gatlasaban. Ezeket
az eredményeket masik vazon szelektdlt inhibitorok segitségével is megerdsitettiik, sot
megmutattuk, hogy a C3-konvertaz komplexekben 1évé C2a tobbsége (60%-a) is a MASP-1



hasitds terméke (Héja et al. PNAS 109:10498, 2012). Ezt a megkozelitést alkalmazva
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(Dobo et al. J. Immunol. 183:1207, 2009). A MASP-1 felszini topoldgiaja inkabb hasonlit a
széles szubsztratspecificitassal rendelkez6 tripszinéhez, mint a sziik specificitasit komplement
proteazokéhoz. A MASP-1 szubsztratkotd arka széles és viszonylag nyitott. A MASP-1
potencialis proteolitikus aktivitasat ugyanakkor csokkenti a hosszti B-hurok (60-as hurok) és
az a belsé sohid, amit az S1 aszparaginsav (Asp640) alakit ki egy belsé arginin oldallanccal
(Arg®"). A MASP-1 térszerkezete teljesen Osszhangban van a MASP-1 enzimatikus
tulajdonsagaival, amelyek arra utalnak, hogy szemben a tobbi komplement protedzzal, a
MASP-1  szubsztratspecificitisa  joval lazdbb és  valdsziniisithetd, hogy a
komplementrendszeren kiviil is vannak szubsztratjai.

Felfedeztiik a komplementrendszer egy 0j funkciojat, a proteaz altali kozvetlen sejtaktivalast.
A véralvadasi kaszkaddal kapcsolatban mar kordbban ismert volt, hogy egyes proteazok,
els6sorban a trombin és a X faktor, képesek aktivalni az endotél sejteket azaltal, hogy hasitjak
a felsziniikon 1évé protedz-aktivalt receptorokat (PAR). Logikusnak tiint, hogy az
immunvalaszban résztvevé komplementrendszer is rendelkezik hasonldé funkcidval.
Els6sorban a MASP-1 tlint alkalmas jeloltnek, mivel rendelkezik trombin-szerii sajatsagokkal:
képes fibrinogént és XIII faktort hasitani. A MASP-1 j6 hatékonysaggal hasitotta a PAR4
receptor N-terminalis szekvencidjat reprezentdlo peptidszubsztratot és endotél sejtek felszinén
a PARA4 receptort (Megyeri et al J. Immunol. 183:3409, 2009). A MASP-1 kezelés aktivalta az
endotél sejteket: kalcium jelet valtott ki, NF-xB transzlokaciot idézett eld és aktivalta a p38
MAP-kinazt. A PAR4 altali endotél sejtaktivacio eldsegitheti a leukocitdk toborzasat,
letapadasat és gordiilését. Egylittmiikoddinkkel (SOTE) tovabb vizsgaljuk a MASP-1 éltal az
endotél sejteken kivaltott proinflammatorikus folyamatokat, valamint tanulmanyozzuk a
MAGSP-1 hatésat leukocitdkra.

Kimutattuk, hogy a MASP-1 mas uton is képes proinflammatorikus folyamatokat kivaltani.
Proteomikai modszerrel azonositottuk a MASP-1 egy (jabb szubsztratjat, a
nagymolekulastlyt kininogént. A MASP-1 képes a kininogénbdl felszabaditani a vazoaktiv
hatasu bradykinin peptidet (Dobd et al. PLoS One 6:620036, 2011). E mechanizmus révén a
lektin ut képes hozzdjarulni az érfal permeabilitasdnak lokéalis megvaltozasahoz, ezaltal
hatékonyabb immunvalasz kialakuldsat téve lehetévé. A reakcid hatékonysaga alacsony,
azonban lokalisan hozzdjarulhat a komplementaktivalds altal gerjesztett gyulladasos
folyamatokhoz. A MASP-1 bradykinin generald hatasanak esetleges orvosi vonatkozasait, pl.
a Cl-inhibitor hianyos betegek (Orokletes angioddéma) vérében megemelkedett bradykinin
szint, egyiittmilkoddinkkel a jovOben vizsgalni fogjuk.

A komplement rendszer mellett kutatdsaink targya volt a bakteridlis flagellumok
onszervezOdésének mechanizmusa valamint a flagellaris exportrendszer jelfelismerési
mechanizmusa, ezzel kapcsolatban a publikaciok mellett szabadalmazott biotechnologiai
eljaras is sziiletett.

A flagellaris exportrendszer felhaszndldsan alapuld olyan fehérjeexpresszios eljarast
dolgoztunk ki, amelynek segitségével a baktériumokban nagy mennyiségben termeltetett
rekombinans fehérjék miikodoképes formaban kijuttathatok a sejtekbdl, s azok feltarasa
nélkiil a sejtkultira folyadékbol konnyen Osszegytijthetdk. Az eljaras kiilondsen eldnydsnek
igérkezik a nehezen renaturalhat6 fehérjék eldallitasara, s széleskorli alkalmazasra szamithat a
biotechnologiaban és gyogyszeripari hatdanyag termelésben. Megmutattuk, hogy a flagellin
fehérje exportszignaljat tartalmaz6 oligopeptidet a biokonverzids technologidkban széles
korben alkalmazott Candida antarctica lipaz B enzim amino-terminalisahoz kapcsolva a



termelddott  fehérje miikodoképes formaban kijuttathato a flagellaris exportrendszer
segitségével a baktériumkultura feliiluszojaba.

A Flil ATPaz a flagellum-specifikus exportrendszer egyik kulcsfontossdgi komponense,
amely meghatarozé szerepet jatszik az exportalando flagellaris alegységek kitekerésében és a
kijuttatast végz6 membranfehérjékhez torténd tovabbitasban. Korabban problémaként lépett
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megvédi a Flil sériilékeny N-terminalis részét és eldsegiti annak feltekeredését, s mindezek
mellett lehetdvé teszi a fizios fehérje affinitds kromatografias tisztitdsat. A Flil és a GST kozé
illesztett TEV proteaz specifikus hasitohely révén a GST tag a fuzios fehérje izolalasa utan
proteolitikus emésztéssel egyszerlien eltavolithatd. A kidolgozott eljards segitségével a Flil
fehérje jelentés mennyiségben tisztithatd, ami megnyitja az utat a flagellaris exportrendszer
miikodésében betoltott szerepének vizsgalata eldtt. Bar a szakirodalmi adatok szerint a
flagellaris exportszubsztratok a Flil fehérjéhez kotédve fokozzadk annak enzimatikus
aktivitasat, megmutattuk, hogy a flagellin 6nmagédban semmiféle hatast sem gyakorol a Flil
miikodésére. Eredményeink arra utalnak, hogy a Flil az exportrendszer egyéb vizoldékony
komponenseivel (FliJ, FliH, FliS) egyiitt képez egy olyan szupramolekularis komplexumot,
ami képes az exportszubsztratok megkotésére és azonositasara.

Kutatdsaink egyik kiemelt célkitlizése annak vizsgalata, hogy miként hasznalhat6 fel a
szupramolekuldris biologiai rendszerek oOnszervezddd képessége a bio-nanotechnoldgiaban
alkalmazhatdé nanoszerkezetek eldallitdsara. A polimerizaciora képes flagellin fehérje a
bakteridlis flagellumok f6 épitéeleme. Egy olyan Uj eljarast dolgoztunk ki, amelynek
segitségével a flagellin filamentum épitésben nélkiilozhetd D3 doménjének helyére épitiink be
idegen fehérjéket oly modon, hogy mindkét fuzids partner funkcionalis tulajdonsédgai
megmaradjanak. Igy polimerizaciora képes enzimeket, kotfehérjéket vagy fluoreszcens
jelado alegységeket hozhatunk létre. Sikeresen elkészitettiink a egy olyan fizids fehérjét,
amelyben a xilanaz A (XynA) enzimet iiltettiik be a flagellin fehérje centralis D3 doménjének
helyére. Vizsgalataink megmutattdk, hogy a XynA fehérje a flagellinbe illesztve is ki tudja
alakitani nativ térszerkezetét, s a FliC-XynA alegységek képesnek bizonyultak filamentaris
nanoszerkezetek kialakitasara is.

Bar a flagellaris filamentumok szobahOmérsékleten hosszi idon keresztiil stabilisak, a
filametumok végén bekovetkezd lassi depolimerizdcid veszélyeztetheti szerkezeti
integritasukat. Olyan kettds cisztein mutans flagellin alegységeket allitottunk eld, amelyek a
filamentaris szerkezetben a szomszédos alegységek kozott diszulfidhidak spontan
kialakitasara képesek és jelentGsen javitottdk a beldliik képzett filamentumok hdindukalta
depolimerizacioval szembeni stabilitdsat. Ezek az eredményeink megteremtik az alapjat
annak, hogy a jovOben jelentdsen megnovelt stabilitdsi filamentdris nanoszerkezeteket
épithesslink, kitagitva ezzel a gyakorlati alkalmazhatosag lehetdségeit.

Az egyes enzimek szintjén az allosztérikus jeltovabbitas intramolekularis
mechanizmusat irtuk le atomi felbontassal.
A fehérjekonformécio flexibilitasan alapuld alloszterikus mechanizmusok felderitését a
munka els6 fazisaban egyedi enzimeken, igy a monomer szerkezetli, két doménbdl felépiild 3-
foszfogliceratkinaz (PGK) és a dimer szerkezetli 3-izopropilmalat-dehidrogenaz (IPMDH)
esetén vizsgaltuk.
Gyorskinetikai modszerek alkalmazasaval igazoltuk a human PGK katalizise soran atad6do
foszfo-csoportot kotd oldallanc (K215) szerepét a katalizisben és a nukleotid-szubsztrat altal
iranyitott alloszterikus konformacié-valtozasokban. Megallapitottuk, hogy mig a vad-tipusu
enzim esetén a katalizalt reakcio sebesség-meghatarozo 1épése a termékek képzdodését kovetd
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konformaciovaltozas (a domének kinyilasa), addig a K215A mutans esetén maga a kémiai
1épés valik sebesség-meghatarozova (Varga et al, Biochemistry 48: 6998, 2009).
Meghataroztuk a vad-tipusi humén PGK transition state analdggal (TSA) alkotott zart
kristalyszerkezetét 1.6 ill. 1.8 A felbontasban (Cliff et al, J. Am. Chem. Soc. 132:6507, 2010).
Az NMR vizsgélatokkal kiegészitett kristalyszerkezetek egyrészt igazoltdk a miikodo aktiv
centrumban érvényesilld toltés-kompenzacid altalanos érvényli mechanizmusat, masrészt
pedig kozvetlen bizonyitékot szolgaltattak a doménzarédas korabbi munkainkban feltételezett
atomi szintli mechanizmuséra.

A human PGK szubsztratokkal torténd izotermalis kalorimetrids titralasi (ITC) adataink
termodinamikai analiziséb6l megallapitottuk, hogy a molekuldris csuklo-régidban
bekovetkezd konformacios atrendezddés hajtoereje a szubsztratok kotddésekor felszabaduld
energia, ami kompenzalja a zar6ddo domének energetikailag kedvezétlen kdlcsonhatasi
energidjat. A termodinamikai adatokbdl kiszamitottuk, hogy a doménzarodas szabadentalpia-
véltozasanak alacsony értéke (+4 kJ/mol), biztositja a domén-mozgasok konnyitett
végbemenetelét a katalizis soran (Varga et al, FEBS Lett. 583: 3660, 2009). Tovabbi SAXS
analizis alapjan bebizonyitottuk, hogy az enzimmolekula katalitikus ciklusa nagy részében
nyitott, inaktiv konformaciés 4llapotban van, a katalizis pedig a rovid életidejli zart
konformécioban megy végbe. A nyitott konformécidji allapot stabilitasat bizonyos hidroféb
felszini régiok eltemetettsége biztositja. Ez a termodinamikai alapja annak, hogy a katalitikus
ciklus lezajlasa utan a zart szerkezet konnyen kinyilik és lehetdvé teszi a termékek tavozasat
az aktiv centrumbol (Zerrad et al, J. Biol. Chem. 286:14040, 2011).

Vizsgaltuk tovabbd a PGK miikddéséhez alapvetd fémion, a Mg2+ szerepét a katalizisben. A
potencialisan fémion-kotd aszpartat oldallancok (D218 és D374) alanin-mutansai enzimatikus
¢s komputeres szimulacids analizise alapjan megallapitottuk, hogy a kotott nukleotid-
foszfatok mobilitasa az enzim aktiv centrumaban a domén-zarodéas és a katalizis lényegi
velejardja. Ezt a mobilitast a vizsgalt aszpartat oldallancok és az azokkal komplexben 1évo
Mg2+ szabalyozza.(Varga et al, Biochemistry 51:10197, 2012).

A doménzarodas alloszterikus mechanizmusanak alapkutatdsi szinten torténd megismerése
lehetévé tette szdmunkra, hogy a human PGK nukleotid-szubsztratokkal szemben mutatott
alacsony specificitasat és a HIV-elleni terapiaban hatasos L-nukleozid-analogok hatékony
foszforilalasat megértsiik (Varga et al, Mol. Biosyst. 7:1863, 2011). - Ugyanakkor a nukleotid
riboz-gyliri OH-csoportjai szubsztrat-orientalo hatasa és az azt kisérd alloszterikus szerkezet-
valtozasok nélkiilozhetetlenek a PGK hatékony miikodéséhez. gy a riboz-gytiriit nélkiil6zo,
szintén HIV-gyogyszerként alkalmazott tenofovir enzimatikus foszforilalasit a PGK
kimutathatd sebességgel nem katalizalja, ugyanis a tenofovir nem stabilizalja az enzim aktiv,
zart konformdaciojat. A nukleotid-kindz kolcsonhatds e jellemzdi fontos tampontot
jelenthetnek 0j gyogyszerek tervezésénél (Varga et al, Eur. J. Pharm. Sci. 48:307, 2013).

A 3-izopropilmalat-dehidrogenaz (IPMDH)  miikodését  kisérd alloszterikus
konformaciovaltozasok (doménmozgéasok ill. az alegységek kozotti informacio-atadas)
mechanizmusa szerkezeti alapjainak felderitésére eldallitottuk kristalyos allapotban és
rontgendiffrakcids analizissel jellemeztik a Thermus thermophilus IPMDH apoenzimet,
tovabba az IPMDH*Mn, IPMDH*Mn*IPM, az IPMDH*Mn*NAD és IPMDH*Mn*NADH
komplexeket. Egykristaly mikrospektrofotometria segitségével megallapitottuk azt is, hogy az
[PMDH*Mn*IPM kristdlya az enzimet funkciondlisan kompetens konformacidoban
tartalmazza. A szerkezetek Osszehasonlitd grafikai analizise megmutatta a katalizishez
nélkiilozhetetlen relativ doménmozgasok mikéntjét. A mozgast az IPM szubsztrat
kozvetitésével két csuklo-régio biztositja: az ad-BF kozott, ill. az ah-BE kozott elhelyezkedd
csuklok. A konzervalt aminosav-oldallancok kolcsonhatdsainak analizise fényt deritett a
molekuléris csuklok atomi szintii mikodésére is. A domének kozotti mélyedésben kialakulod
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hidrofob alegységkontaktusok is kdzremiikddnek a zarddasban. Az IPMDH szerkezete és
mukodése a domének és alegységek kozotti nagyfoku kooperativitast példazza (Graczer et al,
Mol. Biosyst. 7:1646, 2011).

Az IPMDH miikodését kisérd alloszterikus valtozasok tovabbi vizsgélatara eldallitottuk a
Thermus thermophilus (Tt) IPMDH*Mn*IPM*NADH komplex kristalyat és meghataroztuk
annak 2.0 A felbontasu szerkezetét. Ez a nem miikddd inaktiv komplex jol modellezi a
miikodo aktiv IPMDH*Mn*IPM*NAD komplexet. Fontosabb jellemz6i a domének teljesebb
zarodasa €s a kotott szubsztrat kotésszogeinek, feltehetéen a reaktiv allapotot jobban
megkozelitd torzuldsa, a korabbrol ismert IPMDH*Mn*IPM komplexben megfigyeltekhez
képest. A grafikus analizis tovabbi betekintést tett lehetové a domén-mozgasok szerkezeti
részleteibe, tovabba megmutatta a két alegység kozotti kontaktusok kiterjedését a két
szubsztrat (IPM ¢és NADH) egyiittes kotodése kovetkezményeként. Kiemelendé még az
aktivaldo K+-kotdhely szerkezeti azonositdsa ¢és hipotézis felallitisa az aktivalas
mechanizmusarol (Pallo et al., 2013, kézirat elokésziiletben).

Az oldott enzimmel végzett kisérletekben kimutattuk a fémion (Mn2+ vagy Mg2+) alapvetd
szerepét a szubsztrat (IPM) altal indukalt doménzarodasi folyamatban. SAXS kisérletekben
csak elhanyagolhatdé mértékli (0-5%) doménzarddast mutattunk ki fémion tavollétében.
Fluoreszcencia-rezonancia energiatranszfer (FRET) ¢és denaturacios kisérleteink is azt
mutattak, hogy a nativ Tt ill. Ec IPMDH konformacids stabilitasat kizarolag a fémion*IPM
komplex segiti eld; a fémionnak és az [IPM-nek kiilon-kolon nincs kimutathaté hatdsa. A
fémion szerepére lehetséges szerkezeti magyardzatot adtunk (Graczer et al, FEBS Lett.
585:3297, 2011).

Gyorskinetikai moédszerekkel (stopped flow, SF és quenched flow, QF) megallapitottuk, az
IPMDH Kkatalitikus ciklusa soran a reakcio sebességmeghatarozo 1épése a redox-1épés (azaz a
NAD [J NADH atalakulas) utan kovetkezik be és feltehetden azonos a domének kinyilasanak
folyamatdval. A doménzarédas folyamatat képviseld FRET kinetikdjanak analizise
megmutatta, hogy ez a konformécios 1épés iranyitja a redox 1épést, azaz a NADH képzodését
a katalizis soran (Graczer et al, FEBS J. 280:1764, 2013).

A Tt (ill. Ec) IPMDH miikodését biztosité doménmozgasok ¢és alegységkolcsonhatasok
mélyebb megértése hozzéasegithet ahhoz, hogy a homoldég Mycobacterium tuberculosis
IPMDH ellen specifikus gatloszereket tervezziink, melyek 0 gyodgyszerjeloltek lehetnek a
tuberkulozis elleni kiizdelemben.

Az clméleti, bioinformatikai munka részben a kisérleti munka tervezését ¢és
értelmezését szolgélta, e mellett arra torekedtiink, hogy kisérleti eredményeinket altalanos
fiziologiai pl. evolicids kontextusba helyezziik.

A fehérjék konformécios dinamikdjanak nem csak a rovid (pikoszekundumtol
milliszekundumig terjedd) iddskaldkon van szerepe. A fehérjék lehetséges dinamikai
milliard éves 1d6skalajan is. Erre talaltunk bizonyitékot a fehérjék egy 0j csoportjanak, az Gn.
szegmenscserélt fehérjéknek (segment-swapped proteins) a felfedezésével. A szegmenscsere
jelensége az n. 3D doméncsere jelenségéhez (3D domain swapping), melyben két egyforma
monomerbdl oly moddon képzdédik dimer, hogy a monomerek felnyilnak és egy-egy,
egymasnak megfeleltethetd régidjukat ,kicserélik” egymas kozott. A szegmenscserélt
fehérjékben ugyanez egyetlen alegységen beliil jatszodik le. Az alegység két, egymashoz
szerkezetileg hasonld, de szekvencidban nem azonos doménbdl épiil fel, e két domén kozott
torténik a megfeleld régiok cseréje, ezaltal olyan kétdoménes fehérjét 1étrehozva, melynek
egyik doménjét az N- és C-terminalis, masik doménjét pedig a lanc kdzépsd része képezi. 18
fehérjecsaladban 32 ilyen fehérjét azonositottunk. A szegmenscserélt fehérjék evolucios
kialakuldsanak lehetséges mechanizmusait bioinformatikai médszerekkel vizsgaltuk. Két £6



mechanizmust tételeztiink fel: a ,,doméncsere és fuzi¢”, valamint a ,.cirkularis permutacid”
mechanizmusokat, s megallapitottuk, hogy a legtobb esetben valosziniileg a ,,doméncsere ¢és
fuzi6” mechanizmus hozta létre az adott szegmenscserélt fehérjét. Mindkét mechanizmus
esetében azonban a kiindulo, 6si domén szerkezeti flexibilitdsa az, amely lehetévé teszi a
szegmenscser¢lt fehérje evolucios kialakulasat.

A munka eredményét eldszor 2011-ben ismertettik a Budapesten megrendezett
European Biophysics Congress-en ismertettiik, majd a J. Mol. Biol. folyoéiratban publikaltuk
(Szilagyi et al., J Mol Biol 415:221, 2012).
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szimulaciok eredményébdl. E munkabol PhD dolgozat sziiletett, a publikacio 2013-ban
varhato.

A konformécios flexibilitds nagy szerepet jatszik az Un. kapcsolt kotddés és
felgombolyodas jelenségében. Ennek legérdekesebb esete, amikor két, monomerként
rendezetlen polipeptidlanc asszocialodva rendezett szerkezetli homodimert hoz 1étre. Ezt a
jelenséget egyszeriisitett fehérjemodellek segitségével tanulmanyoztuk, melyek teljes
allapotterét egy ujfajta, halozatos modell segitségével irtuk le. A munka egy részeredményét
2012-ben publikaltuk (Gyorffy et al., TCBB 9:1847, 2012).

Az allosztérikus szabalyozas egyik legizgalmasabb kérdése az, hogy a fehérjéken beliil
az allosztérikus jelek vajon milyen ttvonalon haladnak, ill. ezek az tutvonalak atlépnek-e
egyik fehérjébol a masikba, ezaltal hosszutdvi kommunikéciot biztositva az interaktom
kiilonb6z6é részei kozott. E kérdésrdl és a potencialis gyodgyszeripari alkalmazédsokrol
Osszefoglald és 01 javaslatokat tevd cikket kozoltiink (Szilagyi et al., Curr Top Med Chem
13:64, 2013).

Hazai egylittmiikddésben a jelentds rendezetlen régiokat tartalmazo transzpozon fehérjék
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41:3190, 2013; Abrusan et al., J Biol Chem, in press, 2013).

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az OTKA kutatés sordn jelentds eredményeket értiink el a
komplementrendszer kutatdsa terén. Tisztaztuk a lektin at aktivaloddsanak mechanizmusit,
felderitettik a  protedzok szubsztratspecificitasdnak  szerkezeti  hatterét ¢és 1
proinflammatorikus utakat azonositottunk. Leirtuk a foszfoglicerat kinaz enzim alloszterikus
muikodési mechanizmusat, atomi felbontassal. Feltartuk az izopropilmalat dehidrogenaz
molekularis csukloinak miikodését és szerepét az alegységek kolcsonhatasaiban. A bakterialis
flagellaris exportrendszer jelfelismerési mechanizmusanak egyes elemeit feltartuk,
eredményeink biotechnologiai hasznositasanak lehet6ségét megteremtettiik. Bizonyitékot
talaltunk arra, hogy a fehérjék konformacidés dinamikdja meghatdrozza a szerkezet
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