Osszefliggés a fehérjék stabilitdsa, konformaciosftibilitasa és
miikodese kozott
(OTKA T046412 sz. palyazat)

SZAKMAI BESZAMOLO

A hokedveb mikroorganizmusokbdl izolalt enzimek édenaturaciéval szemben
ellenalléak. Alacsony dmérsékleten viszont tobbségilknek igen alacsony nammatikus
aktivitdsa, annak ellenére, hogy a térszerkezay édtiv hely felépitése olyan, mint a mezofil
fehérjében. Az aktivitds dmérsékletfliggése nem koveti az Arrhenius-6sszeBiggl
jelenség oka az esetek tbbbségében nem hidegd&riatuh térszerkezet teljesimmérseklet
tartomanyban véltozatlan, az ok tehat mashol kadésé\ termofil organizmusok mezofil és
hidegkedvel homoldgjai hasonléan itkddnek, igy felmeril a kérdés, hogy @reérséklethez
valé adaptéacio pontosan milyen fizikai jelenségeddaipul.

Flexibilitas és histabilitds kapcsolata gliceraldehid-3-foszfat dehicbgenaz esetében

Els6 vizsgalatainkat a kordbban jellemzefthermotoga maritimddl szarmazobD-
gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendz (GAPDH) enzimé&s nyulizombdl izolalt homolég
valtozataval végeztink.. Medfigyeltik, hogy az emak katalitikus hatékonysaganak
hémérsékletfliggését leird Arrhenius-abrazolas minékeim esetén hatarozott térést mutat

(1. 4bra).
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1. abra: Thermotoga maritima(négyzet) és nyulizom
GAPDH (hdromszog)  katalitikus aktivitAsanak
homérsékletfiiggése &brazolasa Arrhenius szerint. A ké
gorbe egymashoz képest @kal tolédott el, és egyarant az
aktivalasi energia imérsékletfligd csokkenését mutatja.



A két fehérje konformacios flexibilitasat hidrogdeutérium kicserédés modszerével
vizsgalva szobaimérsékleten, illetve az @ény optimalis nikodési Bmérsékletén azt
tapasztaltuk, hogy béar szoldmhérsékleten jeletisen flexibilisebb a nydlizombdl szarmazé
GAPDH, azonban a tikddési hmérsékleten a két fehérje konformacios flexibibitas
megegyezik. A flexibitdsban tapasztalhaté kilonbkégk a fehérjeszerkezeten bellili
lokalizalasa céljabdl, a megfedekristalyszerkezetek B-faktorait is vizsgaltuk, agis ezt a
két kristalyszerkezet hasonldésaga (RMSD=1,31 A)femontasuk hasonléséaga (2,4, ill. 2,5
A) lehetvé tette. Az 8sszehasonlitasbol kidertlt, hogygmagyobb killénbség a NAD-kbt
doménben, és a szubsztratkidgioban, tehat aitkodéshez kdzvetlentl sziikséges régidkban
mutatkozik egy alegységen belll (2. abra). (Hajddl,ekdzlésre elkildve.)

NAD binding domain

NAD binding

2. &bra: Nyulizom GAPDH tetramer haromdimenziosriszzete. A szinezés a
nyulizom és Thermotoga maritima GAPDH szerkezeteB-€aktorainak eltérése
alapjan tortént.AB=BnyacarpHBtmearon Kék: 4B < 9; z4ld: 9 <4B < 20; piros:
4B > 20. Regions showing the highest differencéeixilfility are colored red; these
include the NAD binding and substrate binding siteighlighted in one of the
subunits.A legnagyobb flexibiliths kulonbséget nfuairossal szinezett régié a
NAD-kow, és a szubsztratkbkotshelyeket foglalja magaba.



Flexibilitas és mikddés kapcsolata kilonboé hostabilitast IPMDH enzimeknél

Masik modellenzimink az izopropil-malat dehidrogen@PMDH) volt, amely a
baktériumok és nodvények anyagcseréjében a leucoszinitézisben jatszik szerepet.
Kutatasainkhoz az enzifa. coli Thermus thermophilugés Vibrio sp. |15 organizmusokbol
szarmazO varidnsait haszndaltuk, amelyek kulédbd®mérsékletekhez adaptalddtak.
Vizsgélataink  elddleges célja volt az enzimatikus aktivitas rendldagy
hémérsékletfliggésének vizsgalata, valamint azoknakizikai-kémiai eseményeknek a
megismerése €s megértése, amelyek ezt okozzak. aipaitézisiink szerint a termofil
enzimek a BstabilitAst szolgald csokkent szerkezeti flexiégitkovetkeztében veszitik el
aktivitAsukat szobdimérsékleten, mivel a katalitikus aktivitAshoz s#&fles szerkezeti
fluktuaciok korlatozottak. Ezen a ponton tehat rakdhat6 a direkt dsszefliggés a flexibilitas
és a nikddés kozott.

A kisérleteket mindharom enzimvarianson elvégezEikcoli valtozat esetén a katalizalt
reakcié kinetikai paramétereit arérséklet fliggvényében dbrazolva szerimigethogy a
KcalKv €rték nem linearis Arrhenius-abrazolast eredmé§eabra).
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3. abra: A Kkatalikus hatékonysagot leird KKy
hémérsékletfliggése az E. coli IPMDH altal katalizédakcié
esetén IPM szubsztratra jeléaen eltér a lineéristdjobbra) mig
a NAD' koenzimre kozel linear{balra)

A Kcat €rtékeket Arrhenius szerint abrazolva olyan goMagunk, amely a kinetikailag
komplex reakcié elemi Iépéseinek kilonbd®mérsékletfiggésére hivja fel a figyelmet, és
az aktivalasi energiadmérsékletfliggéset is mutatja, amely 60 kJ/mol éstélolyamatos
atmenettel 30 kJ/molra csokken (a kisérleteket185°C kozott végeztik). A ks értékek
hémérsekletfiggését leiré van't Hoff dbrazolas NADvanatkoztatva lineéaris, IPM esetén
viszont szigmoid lefutasu volt, Kértéke 29 és 38C az 6tszorosére novekedett {2000
uM) (4. abra).
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4. abra: Az E. coli IPMDH Aaltal katalizalt reakcié Michasti
Menten allanddjanak dmérsékletfiiggése Van't Hoff 4brdzolasban.
A NAD esetén tapasztalt linearigirhérsékletfiggés a fluktuacios
illeszkedésréfent), mig az IPM esetén a szigmoid alaku gdibat)
homérsékletflig konformaciévaltozasra, doménzarddasra utal.

Vizsgéltuk a nemlinearis dmérsekletfiggés lehetséges térszerkezeti okaikul@nis
dikroizmus spektroszképiaval, mely a fehérje méasgolé és harmadlagos szerkezgtéad
informaciot, nem talaltunk semmilyen valtozast adéses Bmérsékletintervallumban. A
fehérje konformacios flexibilitdsat Fourier-trarmzhalt infravorés spektroszképiaval (FTIR)
kovetett hidrogén/deutérium (H/D) kicseidés mérésével vizsgaltuk. Az apoenzim
flexibilitasa az alacsonydmérsékleti régiéban asimérséklet emelésével kis mértékbehn n
majd kb. 30°C felett vélhefien 0j konformacios fluktuaciok belépése révén j@lsebben
novekszik (5. abra). Ez 6sszefliggésbe hozhatp art€k jelenis ndvekedésével.
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5. &bra: E. coli IPMDH konforméciés flexibilitaséka
homérsékletfliggése. A %Dnal taladlhatd torés Uj
konformacios fluktuaciok belépésére utal.

A ligandumok hatdsét a rendelkezésre all6 szerkeafetrmacié alapjan értelmeztik,
tekintetbe véve, hogy a NAD Kkiltelye az egyik domén kidselszinén helyezkedik el, az
IPM kotshelye pedig a két alegység két doménje kozotiik sarok, amelynek a
kialakulasahoz a domének relativ elmozduldsa, Z&adszikséges. A ligandumok
szerkezetstabilizalo hataséat pasztazé mikrokaldriébnval (DSC) vizsgalva azt tapasztaltuk,
hogy a NAD (gyakorlatilag) nem okozéstabilitdsvaltozast, mig az IPM szignifikansan
megnoveli az enzimdstabilitdsat. Ez az eredmény alatamasztja azt altapgast, hogy az
IPM kotéséhez a domének elmozduldsa szikséges,aamit konforméacio felé tortén
konvergenciat jelenti, s ellentétben &ll azzal gdkban publikalt megallapitassal, miszerint a
NAD és IPM kotése egyarant egy nyitott-zart allapgdizotti atmeneti konformacio
megjelenését okozza. A kulonidoligandumallapoti enzimek konformacios flexibildéss
jellemeztik szobaimérsékleten. Ennek alapjan lathatd, hogy az IPM ggakorol hatast a
konformacios flexibilitAsra, a NAD kadése viszont csokkenti a fehérjematrix flexibilitas
A nem produktiv terner komplex (IPMDH+NADH+IPM) adkisebb flexibilitasu (s egyben a
leginkabb léstabilis) allapot.

A Ky hémérsékletfliggésével kapcsolatos megallapitasaieknéezésénél zavard, hogy e
paraméter fizikai jelentése nem ol korulhatar@dizonyos feltételek mellett a ligandum
disszociacios allanddja (Kmegfelel a kinetikai kg értéknek. A disszociacios allandét FRET
(fluorescence resonance energy transfer) mérés atgghataroztuk a kinetikai méréseknek
megfeleb homérsékleteken. Eredményeink aldtdmasztottdk a Mihédllandé és a
disszociaciés allandé megegyezésére vonatkozddielrést. A i homérsékletfliggésében
tapasztalt szigmoid jellég &tmenetnek tehat valddi fizikai jelentése van: zabsztrat
affinitasa az enzimhez egyisz hémérsékletintervallumban jeldigten lecsokken. A FRET
mérésekbl tovabbi informéacidhoz is jutottunk: a FRET jebrhérsékletfiiggése 3¥C-on
minimumot mutat (6. 4bra), ami arra utal, hogy enkoférok (Trp és NADH) tavolsaga ekkor
a legnagyobb, mig alacsonyabintérséklet felé haladva a FRET hatdsossaganak niésdke
a kisebb tavolsagot jelzi. A vizsgalatokat az IPMDIADH biner komplexen vizsgaltuk,



amelynek konformaciés allapota a kordbbi mérésailalpjan az apoenzimének felel meg.
Ebbsl kovetkeden a szubsztrataffinitds véltozasat alapeet a dmérsékletindukalt
doménzarddassal magyarazhatjuk, vagyis alacsémgtséekleten az enzim ugy kompenzélja
a lassabb fluktuacidkat, hogy az egyensulyi konfawid kozelebb helyezkedik el a
katalizishez szlikséges zart allapothoz, igy csdkikektuaciokkal is képes a kémiai reakcio
katalizisére (Hajdu et al, kozlésrélatszitve).
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6. abra: A FRET effektussmérsékletfiggése E. coli IPMDH
enzim esetén IPM-mentes allapotban. A cstkkeanmszfer

érték a nikodési ldmérésklet alatt dméréskletfligd domén-

domén mozgasra  utal, alacsony dntérsékleten

doménzéarddas tapasztalhatd, amelysebiti a katalizist, és
megmagyarazza a szubsztrat nagyobb affinitdsatsalac

homérseékleten.

A kisérleteket mindharom enzimvarianson elvégezzeegedményeink hasonléak. Az
Arrhenius-abrazoldsok lefuthsa és az azok alapjadmithatdé aktivalasi energiak
megegyeznek. A van't Hoff-abrazolasok NAD esetéyaednt lineérisak, IPM esetén pedig
szigmoid alakuak (7. abra).
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7. abra: A Michaelis-allandok dmérsékletfiggése van’t Hoff-
abrazolasban Thermus thermophilgiros) E. coli (z6ld) és
Vibrio sp. 15 (kék) IPMDH esetén IPM szubsztratra értelmezve.
Mindhdrom gdrbe szigmoid alaka, ami az azonos (€ipus
hémérsékletfigd doménzarddassal jaro kittésre utal.

A legszembdindbb kiloénbség az adatsorok kozott @migrséklet eltolodadsa. A

hémérseékleti adatokat tablazatos forméaban foglaledeé (1. tablazat).

Elélény Thermus Escherichia coli Vibrio sp. 15
thermophilus
Optlr’nal,ls novekedes ~75°C 37°C 20°C
hémérséklet
Novekedési Bmérsékle 55-80°C 10-45°C -1.5-30°C
Az IPMDH-k 88 °C 74°C 63°C
olvadaspontja
Az IPMDH-k optimalis) - g5 _ g4 ¢ 48-65°C 46-59°C
mukodeési hmérséklete
Arrhenius toréspont 53°C 39°C 41°C
Szubsztratkotés-valtoz 48°C 30°C 28°C
Flexibilitas toréspont 63 °C 32°C 41°C

1. tablazat: Kulonbaz hdmérséklethez adaptalddott IPMDH-k fizikai-kémiafig®logias
tulajdonsagait jellemz hdmérsékletek.

Megfigyeléseink és adataink alapjdn megallapithatdogy a Kkatalitikus aktivitast
befolyasol6 paraméterek étorban az organizmus optimalis novekedé&snérsékletével
hozhatéak Osszefiiggésbe. A termdfil thermophilusiPMDH esetén a mezofiE. coli
enzimhez képest kb. ZC-kal magasabbdmérsékleten észlelier szubsztrat affinitasanak
csOkkenését okozd valtozas, viszont a hidléglVibriob6l szarmazé enzim esetén nem



talalhatd szignifikans kulonbség a mezofil homoldghviszonyitva. Ez is igazolja a
héadaptacionak azt a mechanizmusat, miszerint amépsi mikodési hmérséklet kbzelében
jelennek meg olyan (szerkezeti, flexibilitAsbelifiltozdsok, amelyek az enzimaktivitas
valtozdsat okozzak. A hiddgt enzim esetén fontos megemliteni, hogy az nem dablig
hidegkedvel, hanem csupan hideggel szemben tolerans organifingzarmazik, ezért
optimalis niikodési bmérséklete nem kilénboézik jelésen a mezofil enzimét azonban
alacsony Bmérsékleten is magas aktivitdst mutat. Tovabbi epglészrevétel, hogy a
flexibilitas nincs egyenes aranyban az enzimeknogits mikodési [bmérsékletével, mivel a
hidegtir6 valtozat a H/D kicseréllés mérés tapasztalatai alapjan a teljes vizsgalt
hémérsékletintervallumban merevebbnek mutatkozott azafil enzimnél (8.4bra).
Megjegyzend, hogy az aktivitashoz nem feltétlenil szikségetl@s enzim optimalis
flexibilitasa, ez kompenzalhaté az aktiv hely feltasa utjan, igy feltételezldethogy a
flexibilis aktiv hellyel rendelkeZz enzimben a szerkezetért félelrégiok pontosabb rogzitése
a funkcidé nagyobb dmérsékletintervallumban megtartasahoz sziikséges.
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8. &bra: Thermus thermophilus, E. coli és Vibria $p IPMDH
konformacios flexibilitAsanakdmérsékletfiggése.

Konformaécids flexibilitAsukban médositott mutans ezimek vizsgalata

Az IPMDH hostabilithsa és flexibilitasa kozotti korrelacidé &ibi elemzése céljabol
tervezett mutaciok révén flexibilitasi sort allimk eb. Egy fehérje flexibilitasanak
novelésére kézenfeknmaodszer a prolinok glicinre cserélése. Esetiinkbkimdulasi enzim a
Thermus thermophilusorganizmusbo6l szarmazé IPMDH volt, melyben a miézof
homologokhoz viszonyitva szokatlanul magas szarbuprdlin fordul eb. Els5 1épésként
ezek kozul kivalasztottuk a kevéssé konzervalg katalizisben nem esszenciélis prolinokat:
négyet talaltunk alkalmasnak pontmutacié céljara. slkalmas prolinokat két csoportba
soroltuk konzervaltsadguk, illetve glicinnel vald lyettesitheiségik szerint. Az ismert
IPMDH-szekvenciak tobbszords dsszerendezése alapggallapithatd, hogy a Pro40 és
Pro56 a legkevésbé konzervalt prolinok, glicin pgetiggyakrabban a Pro267 és Pro325
helyén fordul &. A kdvetke® mutéaciokat terveztik meg:



» Egyszeres mutaciok: P40G; P56G, P267G, P325G

» Kétszeres mutaciok: P40G+P56G (roviden: 2K); P267826G (roviden: 2N)

» Haromszoros mutéciok: P40G+P56G+P267G (roviden:; BEEG+P267G+P325G
(réviden: 3N)

» Neégyszeres mutacié: PA0G+P56G+P267G+P325G (rovitiii)

Azon a Kkét pozicibn, ahol a glicin a legkevéshé fgpédt aminosav a
szekvenciadsszerendezés alapjan, a leginkabb $ltefeninosavakra torténmutéciokat is
elvégeztik (P40L, P56E).

A mutans enzimek konformaciés flexibilitasat  hidéogdeutérium  (H/D)
izotépkicser&ldési reakcid kovetésével vizsgaltuk. A mérés sdramrier-transzformalt
infravords spektroszkopia (FTIR) segitségével Kiketa H/D kicseréldési reakciot,
amelynek soran a fehérje globalis flexibilitasargériink informaciokat.

A méréseket kulonbéz homérsékleten elvégezve azt az eredményt kaptuk, teogy
mutaciok szamaval aradnyosan novekszik a globaliexidilitAs minden vizsgalt
hémérsékleten, megésitve hipotézisiinket, hogy a Ps@&ly mutaciok flexibilitasnovel
hatasuak (9. 4bra).
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9. 4bra: Tobbszorés prolin-glicin mutacidkat tar@dzo
Thermus thermophilus IPMDH mutansok konformacios
flexibilitasa relaxacios spektrum formaban abrazpl80°C-

on. A gorbék folyamatos eltolodasa a beépitettirgic
szamaval aranyos konforméacids flexibiliths novekétlé
mutatja

A mobdositott flexibilitasi IPMDH-mutansok éktabilitasat differencidlis pasztazoé
mikrokalorimetriaval (DSC) és cirkularis dikroizmgpektroszkopiaval (CD) vizsgaltuk. A
DSC-vel végzett mérések alapjan megallapithatdy lognutacidk csokkentették az enzim
héstabilitasat, méghozza a mutaciok szamaval aramyédékben (2. tdblazat). Kivételt
csupan a P40G+P56G kidtmutans bstabilitasa képez, melynekistabilitasa még a vartnal
is némileg alacsonyabb. Atienaturacié mindegyik mutans esetében irrevergjdilisonldéan
a vad tipushoz. A CD-vel végzett mérések alapjiil@nboz masodlagos szerkezeti elemek
részaranya az 0sszes mutans enzim esetében megegyaed tipust enzimnél mérbeel. A



héstabilitasi értékek dsszhangban vannak a DSC-ymtk&rtekekkel, a P40G+P56G mutans
ezzel a modszerrel is kisebbsabilitast mutat (2. tAblazat).

vad |P40GP267FP56G|P40L|P56E[ 2K | 2N | 3K | 3N |4NK

Tm |[87,4[825] 82,8 86,5 87,3 876 77/l 8]#4,7/80,2[75,7
(CD)
(G
Tm [87,5(83,9| 84,3| 87,1] 87,1 881 790 83M,281,8/77,2
(DSC)
({9

2. tAblazat: 2. tablazat: Tobbszo6rds prolin-glicitutaciokat tartalmaz6 Thermus
thermophilus IPMDH mutansok atmenetinmérséklete CD spektroszképiaval és
pasztaz6 mikrokalorimetridval vizsgélva.

Vajon hogyan érintik ezek a flexibilitAsndgehsstabilitas-csokkebt mutéciok az enzim
aktivitdsat? E kérdés megvalaszolasara enzimkimetikéréseket végeztink a mutans
enzimeken, a 20-8C hsmérséklettartomanyban,®°G-os |épésenként (3. tablazat). Az
egyszeres mutansok esetén az aktivitas gyakodatgan kilonbdzott a vad tipusétdl, kivéve
a P325G mutanst melynek aktivitasa a vad tipusémategy 50%-a. A kétszeres mutansok
kozil a P267G+P325G aktivitdsa minimalis volt, mely valoszifisithet) magyarazata az,
hogy a 325-0s pozicidban elvégzett mutacio a NR&ést gatolja. A P40G+P56G mutans
aktivithsa meghaladta a vad tipusét, ez a varmgyobb meértékben csokkenidtabilitissal
Osszefluggésbe hozhaté. A P40G+P56G+P267G mutamndtidfida mintegy fele a vad
tipusénak. A tovabbi mutansok mind P325G muteidaimaznak, aktivitasuk minimalis (3.
tablazat).

kca{ KM
M —1S—1

VAD | P40G [P267G| 2N 2K 3N 3K 4N P40L | P56G | P56E

25 °C | 1,04E+0®,67E+041,02E+035,20E+031,19E+0%2,08E+037,49E+043,12E+031,12E+0%1,14E+0%1,29E+0%

40 °C | 1,40E+08L,16E+0%1,13E+0%8,40E+031,50E+0%4,20E+037,56E+042,80E+031,12E+0%1,33E+0%1,32E+0%

60 °C | 2,00E+0gL,42E+0%1,08E+036,00E+031,98E+0%4,00E+036,20E+044,00E+032,06E+0%2,16E+05%2,16E+0%

3. tblazat: Tobbszoros prolin-glicin mutacidkattédmazo Thermus thermophilus IPMDH
mutansok katalitikus hatékonysagat leigg/Kv értékei néhanydmeérsékleten.

A kontrollként vizsgalt mutaciok (P40L, P56E) edete sem a dstabilitasban, sem az
aktivithsban nem tapasztaltunk szignifikans eltéaésad tipustol.

Osszegzésképpen, az eredmények arra utalnak, hpggnaimvaltozatok csokkent
héstabilitasa 6sszefliggésben all a flexibilitas nédgsével. Noha az enzimaktivitas a
mutaciok tdbbségénél csokkent, egy esetben novekéagasztaltunk, és figyelemre méltéd
modon éppen annal a mutansnal, amelynél a legnhgyoli a bstabilitAs-csokkenés.
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Megfeleben kivalasztott mutaciokkal tehat az enzimaktivitd8velhed a Hostabilitas
rovasara. Fontos észrevétel, hogy a valtozadsoks#hez glicinek beépitésére volt sziikség,
mas aminosav beépitése a prolinok helyére nem eléljséges (Hajdu et al., kozlésre
elokészitve).

Az eredmények egy lehetséges utat mutatnak egy,iotechnolégiaban felmerdil
problémara. Ha egy enzimatikus konverzios lépésiagy stabilitdsi enzim szikséges, de
az ilyen enzim aktivitdsa nem elegéred nagy, akkor kismértékben destabilizalé6 mutdabdkk
megndvelhegt az aktivitds, ami feltétlenll egysibb megoldas, mint az aktiv fehérjék
héstabilitasanak jeleis novelése.

A héstabilitas alapjainak dinamikus vizsgélata a fel- 6 legombolyodas sebessége alapjan

A kulonbdzd homérsékletekhez adaptaldédott organizmusokbol szd&rmagymassal
homoldog enzimek sajat termodinamikai stabilitadal@ban tukrozi az élények jellems
kdrnyezeti Ibmérséklete alapjan varhatd értékeket. A nativ étekeredett allapot kozotti
szabadentalpiakulonbség azonban a fel- és legomtiédy aktivalasi szabadentalpiajanak
kilonbségeként all & ezért a termodinamikai stabilitasban mésheltérések dnmagukban
nem adnak vélaszt arra a kérdésre, hogy két entiér estabilitasa a fel- vagy a
legombolyodés sebességének eltérésére vedethétsza. A molekuléris szinhdmérsékleti
adaptaci6 mechanizmusanak pontosabb megértéséddélghat a fel- és legombolyodéas
kinetikai jellemzésére is sziukség van az éltéstabilitdsu fehérjék esetében.

Harom, kilonbo& hémérséklethez adaptalédott IPMDH enzimen végeziua &l-és
legombolyodéas kinetikai jellemzését. Szobmkrsékleten a fel- és legombolyodas
idéfuggését tobb fizikai-kémiai modszerrel (CD spegnladpia, fehérje- és ANS-
fluoreszcencia, tiol-reaktivitds, enzimaktivitas)izsgalva azt tapasztaltuk, hogy a
felgombolyodas (folding) sebessége a harom enzidwaresetén megegyezik, azonban a
legombolyodas (unfolding) &diggésében nagysagrendi kilonbségek taldlhatéak. A
hidegtiré (Vibrio) IPMDH legombolyodasanak féléletideje néhany masoci a 37°C-on él
E. colienzimje esetén a féléletichéhany perc, mig aSkedveb Thermusenzim esetén 1 ora.
A kisérletek alapjan kijelenthigthogy az IPMDH enzimekdstabilitasat a legombolyodas
sebessége hatarozza meg. A fehérjék szerkezetésgidhataval azonositani lehetett azokat a
nemkonzervalt oldalldncokat, amelyek altal kialattikdlcsonhatasok felétek a stabilizalo
hataseért (10. abra, Graczer et al, 2007). Eredniéygsszhangban vannak azzal az altalanos
megfigyeléssel, hogy a felgombolyodéas sebességttoeban a fehérjeszerkezet topoldgiaja
hatarozza meg, amely mindharom enzim esetén azdtu®l kdvetkeden a stabilitast
szilkségképpen csak a legombolyodas sebességénddztataksaval lehet hatasosan
modulalni.
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\ loop before ac

10. abra: KilénboZ hsstabilitdst IPMDH-k térszerkezetében talalhatégeiis kuldonbségek.
A Thermus thermophilugekete) E. coli (z6ld) és Vibrio sp. 15(piros) szerkezeteket £
lemezek @ atomjai alapjan rendeztik 6ssze. Az A,C és D abralt. domén, a B abra az
interdomén régiot, mig a B dbra a 2. domén résziatdatja.

Szerkezet és #stabilitas 6sszefliggésének vizsgalata xilandz eneken

A xilanazokat két glikozid-hidrolaz csaladba (GHd$ 11) sorolhatjuk. A 10-es csaladba
tartozé xilandzok, mint amilyenek a modellrendsnkdi alkotd, Thermotoga maritima
eubaktériumbdl szarmazd xilanaz A katalitikus donf@mxAcat) és xilandz B (TmxB),
(B/a)s-hordd szerkezéek. A névényi sejtfalban talalhaté hemicelluld@zdikotéelemének, a
xilannak a hidrolizisét végzik a xilandzok, amelypapir- és élelmiszeripar, valamint az
allattakarmanyozas szempontjdbdl érdekes teritstn Epari enzimek fontos jellerdiz a
héstabilitAsuk. A szerkeze®htabilitds Osszefliggés vizsgélatdhoz a mar emligethofil
TmxAcat és hipertermofil TmxB enzimet hasznaltukdeltrendszeriinkben.

A histabilitas szerkezeti hatterének vizsgélatdhozyitétt family shuffling modszerrel
allitottunk eb kiméra enzimeket. A kiméra enzimelo&@litasdhoz arhermotoga maritima
MSB8eubaktérium genomjabdl klonoztuk a TmxAcat és TriedBerjéket kddold xynAcat és
xynB géneket. A xilanaz A fehérje katalitikus don@nhatarol6 N- és C-terminalis
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aminosavakat a BLAST program segitségével valaskidi. A két gén klbnozaséhoz a
kdvetked primereket hasznéltuk:
TmxB_forw - GCG CATATG TCT CAG AAT GTA TCT CTG AGASAA CT
TmxB_rev - GCG GGATCC TCATTT TCT TTC TTC TAT CTTIC TCC
TmxAcat_forw - GCG CATATG ATA CCT GCT CTG AAA GAA BA CTA AAA GA
TmxAcat_rev - GCG GGATCC TCA CTC AGG TGC CAC TAT C©G

A két gén szekvencigjat 0Osszerendeztik az ExXPASHY $rogram segitségével
BLOSUMG62 6sszehasonlitdsi matrixot hasznalva. Awszecia 0sszerendezés segitségével
kijeloltik azokat a DNS-szegmenseket, amelyekbeszekvenciak nagyfokd homoldgiat
mutatnak. Ot olyan, hisz béazispar hosszi DNS-szesfmealaltunk, amelyekben a
kilonbséget mutaté nukleotidok szama nem t6bb, katth (11. abra).

XynAcat 3 GATACCTGCTCTGAAAGAAGT A- CTAAAAGACT - - ACTTCAAAG
XynB 9 GAATGTATCTCTGAGAGAACT CGCAGAAAAGCTGAACATCTATA
* % kkkhkk*k *kk*k * * * k% * * k% **% *
44  TCGGAGTTGCA- CTGCCGTCCAAGGTCTTCCTCAACCCGA- - - - - - - - AGGACA
53 TTGGTTTTGCCGCAATCAACAACTTTTGGTCTCTTTCCGACGCAGAAAAGTACA
* k% * k k% * * * % * * k% * k k% k% **xk*%x
89 TAGAACTCATCACGAAACACT TCAACAGCATCACCGCTGAAAACGAGATGAAAC
107 TGGAAGI TGCAAGAAGAGAATTCAACATCCTGACCCCTGAAAACCAGATGAAG
* k*kk % * * k* Kk kkkkhkkkhkk k*k Kk *kk kkkkkkhkkk kkhkkkhkkkk
143 CAGAGAGCCT GCTCGCGGGECATCGAAAACGGTAAGCTGAAGT TCAGGT TTGAAA
160 - TGGGATACGATT------ CATCCAGAAAG: - AGACAGA- - TACAATTTCACTC
*

* k% * *kkk*k *x *x*k * * * k% * k% * %

197 CAGCAGACAAATACATTCAGITCGI CGAGGAAAACGGCATGGTTATAAGAGGTC
203 CCGCTGAAAAACACGT TGAGT TTGCAGAAGAAAACGACATGATCGT GCATGGAC
251 ACACACTGGT GTGGCACAACCAGACACCCGACTGGT TCTTCAAAGACGAAAACG
257 ACACACTTGICTGGCACAACCAGCTTCCTGGATGGATC- - ACTGGTAGAGAATG
305 GAAACCTCCTCTCCAAAGAAGCGAT GACGGAAAGACT CAAAGAGTACATCCACA
309 GA---------- CAAAGGAAGAACTTTTGAACGT TCTTGAAGACCACATAAAAA
* % * k% kkk*k * * % * % * Kk k% * Kk k% * %
359 CCGTTGICGGACACTTCAAAGGAAAAGT CTACGCATGGGACGT GGTGAACGAAG
353 CGGTGGTGICTCATTTCAAAGGT AGAGT GAAGATCTGGGATGT GGTGAACGAAG
* k% k% *kk *kkkkhkkkhkkk * *kk*%x * kkhkkkk Khkkhkkkhkkhkkkrkkhkkk
413 CGGTCGATCCGAACCAGCCGGATGGACT GAGAAGATCCACCTGGTACCAGATCA
407 CGGTGAG - CGATTCTG- - GAACCTACAGGGAAAG: - CGTGTGGTACAAGACGA
* k k% * k% * % * % **k * k%% * kkkkk*x *k*%x *
467 TGGGGECCTGACTACATAGAACT CGCCTTCAAGT TCGCAAGAGAAGCAGATCCAG
455 TCGGTCCTGAATACATTGAAAAAGCGT TCAGAT GGGCAAAAGAAGCCGATCCAG
521 ATGCAAAACTCTTCTACAACGACTACAACACATTCGAGCCCA- - GAAAGAGAGAT
509 ATGCGATTCTCATCTACAACGACTACAGCATAGAAGAAAT CAACGCAAAATCGAA
574 AT- CATCTACAACCT CGT GAAGGATCTCAAGGAGAAGGGA- - - CTCATCGATGGG
563 CTTCGICTACAACATGATAAAAGAGCT GAAAGAAAAGGGAGTACCTGTTGATGGA
625 ATAGGCATGCAGTGICACATCAGTCTTGCAA- - - CAGACATCAAACAGATCGAAG
618 ATAGGATTTCAGATGCACAT- AGACTACAGAGGGCTCAATTATGACAGT TTCAGA
*k Kk k*k * k k% kkkkk **x k% * * * * *kk*k % *
677 AGGCCATCAAAAAGT TCAGCACCATACCCGGT ATAGAAATTCACATCACAGAACT
672 AGGAATTTGGAGAGATTTGCG - AAACTCGGT CTTCAAATTTACATCACAGAAAT

* % % * * ** % * % * k% **kk*k * kkkkk *kkkhkkhkkhkkkkkk X
732 GGATATGAGTGTCTACAGAGATTCCAGT TCCAACT ACCCAGAGGCACCGAGGACG
725 GGATGTGAGA---------- ATTCCT- == -<=---- CTCAGTGGTTCGGAGGAGT

*kk*k kkk*% * Kk Kk k% * k*k*k k% * k*kkk*k
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787 GCACTC- - ATCGAACAGGCTCACAAAATGATGCAGCTCTTTGAGATTTTCAAGAA
770 ATTATTTGAAAAAACAGSCT GAAGTTTGTGCGAAGATCTTCGATATATGCTTGGA
* *kkkkkkk % * k*k *kkk **k **x *x % * %
840 GTACAGCAACGTGATCACGAACGT CACATTCTGGGEGTCTCAAGGACGATTACTCC
825 CAACCCTGCAGTTAAAGCGA- - - TCCAGT TTTGGGGAT TCACAGACAAATACTCC

* % **k % * k% * % *k kkkk*k * k% *kk*k Kk K*kkkk*k

895 TGGAGAGCAA------ CAAGAAGAAACGACTGGCCGCTCATCTTCGACAAAGATC

877 TGGGT TCCCG(I:T TTTTCAAAGGGTACGCGAAAGCGT TGCTCTTCGATGAGAATT
* k% * * % * % % ** * Kk kkkk*k * * %

944 ACCAGGCGAAACTCGCTTACTGGGCGATA- - - GTGGCACCTGAG
932 ACAACCCCAAGCCTTGITATTACGCGATAAAAGAGGT GCTGGAG

* k% * * k** % k% * *kk kK k% * k% * * % %

11. 4bra: A xynAcat és xynB gének szekvencia @suhezése. A
vastaggal kiemelt szekvencidk azok a DNS-szegmersaklyek
nagyfokd homoldgiat mutatnak. Ezen szegmensek meseééltik ki a
termofil és hipertermofil enzim egymasnak megfdtalgmentumait.

Az 6t DNS-szegmens 6-6 fragmentumra osztja a xyhAsaynB géneket (xynB: bl-b2-
b3-b4-b5-b6; xynAcat: al-a2-a3-a4-a5-a6). A kiménaimeket a megfelélfragmentumok
cseréjével allitottuk 6l PCR segitségével. A termofil TmxAcat enzim egyagrhentumait
kicserélve a hipertermofil TmxB enzim megféldragmentumara, azt vizsgaltuk, hogy ez
milyen hatassal van a szerkezeti stabilitdsra, ptamdlis mikodési ldmérsékletre és a
kinetikai paraméterekre. A lehetséges 62 kimérananit 21-et allitottunk & (4. tablazat).

TmxAcat: A1-A2-A3-A4-A5-A6 | TmxB: B1-B2-B3-B4-B5-B6

B1-A2-A3-A4-A5-A6

B1-B2-B3-A4-A5-A6

Al1-B2-A3-A4-A5-A6

Al-B2-B3-B4-A5-A6

Al-A2-B3-A4-A5-A6

Al-A2-B3-B4-B5-A6

Al1-A2-A3-B4-A5-A6

Al-A2-A3-B4-B5-B6

Al1-A2-A3-A4-B5-A6

B1-B2-B3-B4-A5-A6

Al1-A2-A3-A4-A5-B6

Al1-B2-B3-B4-B5-A6

B1-B2-A3-A4-A5-A6

Al-A2-B3-B4-B5-B6

Al1-B2-B3-A4-A5-A6

B1-B2-B3-B4-B5-A6

Al-A2-B3-B4-A5-A6

Al-B2-B3-B4-B5-B6

Al-A2-A3-B4-B5-A6

B1-A2-A3-A4-A5-B6

Al1-A2-A3-A4-B5-B6

4. tdblazat: A vad tipusu enzimek és a kiméra koksbk sematikus
abrazolasa

A vad tipusu és kiméra enzimeket kédold génekeCR Rpések utan Ndel és BamHI
restrikcids enzimekkel emésztettiik és pET21c vektdigaltuk. Az expresszidi. coliBL21-
CodonPlus-RIL sejtekben végeztik. Egységes tiszti#farast dolgoztunk ki valamennyi
konstrukcitra, amelynek a sejtfeltarast kévépései a kovetkék:

« Hokezelés: 50C 30 min

*  (NHg)2SO4-0s kicsapas. A 40% és 70% telitettség kozott kigdatt fehérjéket

tartottuk meg

e UltrasZirés YM10 és YM50 membranokkal

A tisztitdsi eljards soran kapott fehérjeoldatokndségét SDS-PAGE mbdszerrel
ellerdriztik. Az igy nyert homogenitasi fok minden esetleéérte a 80%-0s tisztasagot.
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Az enzimek aktivitasprofiljat dinitro-szalicilsavasktivitas esszével jellemeztik. Azok a
konstrukciok (B1-A2-A3-A4-A5-A6, B1-B2-A3-A4-A5-A6B1-B2-B3-A4-A5-A6, B1-B2-
B3-B4-A5-A6, B1-B2-B3-B4-B5-A6), amelyekben a terfindehérje barmilyen hosszi N-
termindlisat cseréltik le a hipertermofil megféjéte, a csere hatdsara inaktivaldédtak. A
kiméra konstrukciok jeleis részénél csokkent vagy csak kis mértékben@)hovekedett
az optimalis nmkodési mérséklet. Az, hogy a termofil fehérjédtabilitasat nem sikerilt a
hipertermofil fehérjébl atiltetett fragmentumokkal megndvelni, nem is yaren megle,
hiszen a termofil fehérje az evollcié soran olyagptimalizalt kélcsonhatas hal6zatot
alakithatott ki, amelyen egy-egy fragmentum csesdjénkabb rontunk, mint javitani
tudnank. Mindezek ellenére az iranyitott family fflmg mddszer segitségével sikerilt egy
hatékony |épést talalni adéstabilitas és az optimalis (tkodési Bmérséklet ndvelésére.
Valamennyi konstrukcié jellenét nem kivanjuk részletezni. Azokat a konstrukctoka
emeljuk ki, amelyek az enzimtervezés ésdatdbilitds-ndvelés terén érdemi eredménnyel
szolgaltak (5. tablazat).

Enzim Tow Tm (1./2.
°C csucs)
°C/°C
TmxAcat: A1-A2-A3-A4-A5-A6 68 70,4/91,1
B1-A2-A3-A4-A5-A6 inaktiv 58,7/69,8
Al1-A2-A3-A4-A5-B6 61 63,2/78,3
B1-A2-A3-A4-A5-B6 80 84,1/91,0
Al-B2-B3-B4-B5-B6 71 72,3/85,5
B1-B2-B3-B4-B5-A6 inaktiv 65,3/80,8
Al1-B2-B3-B4-B5-A6 73 75,5/79,6
TmxB: B1-B2-B3-B4-B5-B6 102 102,5/-

5. tablazat A szerkezeti stabiliths és optimaligikaési
homérséklet novelése szempontjdbdl érdekes konsikukéis
jellemzik. T,,. optimalis ndkodési Bmérséklet; T: a differencialis
pasztdz6 mikrokalorimetridval (DSC) mért olvadasinérsékletek.

Azokat a konstrukciokat valasztottuk ki, amelyeklagnenzim N- vagy C-terminalis vagy
mindkét terminalis fragmentumat cseréltik le. A tjagsu enzimeket és a kivalasztott
konstrukcidkat részletesen jellemeztik. Meghatéikozt az optimalis rkodési
hémérsékletiiket (12. &bra), differencidlis pasztazikrokalorimetriaval (13. abra) és
spektropolarimetriaval a szerkezeti stabilitAsuéaképeztik fel. A vizsgélt konstrukcidkra
kapott eredményeket a 5. tablazatban foglaltukeissz
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12. dbra: A TmxAcat, TmxB és a jelfsgn megndvekedett
hostabilitAsi  B1-A2-A3-A4-A5-B6 kiméra aktivitaspljafi a
homérséklet fliggvényében.

-0,00021 + —— TmxAcat T,,=70,4°C T, =91,1°C

- B1-A2-A3-A4-A5-B6 T, =84,1°C T ;=91,0°C

-0,00024
,,,,,, TmxB T,=102,5°C

-0,00027 4

-0,00030

-0,00033 +

-0,00036 —

p

C (call’C)

-0,00039

-0,00042 o I = S o

-0,00045 +

-0,00048

-0,00051 ; , ; , ; , ; , ; , ; , .
50 60 70 80 ) 100 110

Homérséklet

13. abra: A TmxAcat, TmxB és a jelisgn megndvekedett
hostabilitdst B1-A2-A3-A4-A5-B6 kiméra kalorimetrigérbéje. A
kalorimetriaval kapott olvadaspontok egyezést nmatiataz aktivitas
esszékfil nyert optimalis nikddési ldmérsékleti adatokkal.

A TmxB enzim kivételével valamennyi esetben kétadispontot kaptunk. Az éls
csucsokhoz tartozd olvadaspontok egybe esnek amdat mikoddési mérsékletekkel.
Ezen tdmérsékletek felett az enzimek gyorsan inaktivalédrnde a fehérjéknek csak a
masodik olvadasi ponthoz tartoz&nhérséklet elérésekor bomlik fel a harom dimenzios
szerkezete. Az adatokbdl az a kovetkeztetés vorlkatdogy azok a kiméra konstrukciok,
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amelyekben azonos enzifiib szarmazik a N- és C-termindlis fragmentum, mabhs
optimdlis ntikddési Bmérséklettel és nagyobb szerkezeti stabilitassadelkeznek, mint
azok, amelyekben csak az egyik termindlis fragnmaniait kicserélve.

Latvanyos eredményt, mintegy 22-os novekedést eredményezett a hipertermofil N- és
C-termindlisok beépitése a termofil enzimbe. Arlkfis azzal magyarazhat6, hogyBéojs-
hordo folddal rendelkézenzimek esetében a szerkezet sajatsagaibdl ad@dhh és C-
terminalis szakaszok kozel helyezkednek el egynmsha evollicids fefldés soran a
hipertermofil enzim végei kozott &ebb kodlcsbnhatdsok alakutak ki. Azosabb
kolcsbnhatdsok révén a termindlisokrol indulé seeetfelboomlas csak magasabb
hémérsékleteken ke#ddik, mert nagyobb energiagatakat kell lekiizdenintma termofil
fehérje esetében. Ezeket a hipertermofil végeketraofil enzimbe atiltetve, a végek kozotti
erosebb kdlcsonhatasokat is atvisszik a kisebstabilitAsu enzimbe, igy megnodvelve a
termofil enzim stabilitasat.
energiafliggvény (Miyazawa-Jernigan potencial) ség#vel becsultik meg az N- és a C-
termindlis szegmens kdlcsOnhatasi energigjat a raineihzimek homoldgiamodellezéssel
felépitett szerkezete alapjan (14. abra).
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140

120 1
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0 Charged-charged

& Polar-polar

Bl Hydrophobic-polar
E]lHydrophobic-hydrophobic
B Aromatic-charged

B Aromatic-polar

O Aromatic-hydrophobic

B Aromatic-aromatic

100

80 1

60

40

20 7

XynA xynB fs266 fs29

14. abra: Az N- és C-termindlis szegmens kozoticskahatasi energia
negativja Miyazawa-Jernigan potenciallal szamolxgnA és xynB jeldli a
TmxAcat, TmxB, azaz a vad tipust enzimeket. ,fs2€6li a B1-A2-A3-A4-
A5-B6, fs29 pedig az A1-A2-A3-A4-A5-B6 enzimvaibbzAz oszlopokon belli
blokkok a kulonféle kdlcsonhatasok jarulékait jé&lol

Kordbbi kutatdsunk eredménye (lancvégeket 0sséeldiszulfidhid beépitése) is
alatdmasztja, hogy apf)s-hordé szerkezét enzimek esetében, amelyek szamos ipari
alkalmazas katalizatorai lehetnek, a terminalisolizditti kolcsonhatasok ésitésével
lehetiség van az optimalisitkodési tmérséklet €s a szerkezeti stabilitas ndvelésére.
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Osszefoglalas

Homoldg tbkedveb, mezofil és hidediré enzimek sorozatainak szerkezeti, szefdési
(folding) és funkciondlis (reakciokinetikai) Ossasbnlité vizsgalatat végeztik el. A
katalitikus reakcié enzimkinetikai paramétereinek hdmérséklet és a konforméciés
fluktuaciok (relaxaciés spektrum) fliggvényébenéiiftanalizisével megallapitottuk, hogy a
gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz enzim aleggs&gzotti allosztérikus jeltovabbitdsban a
molekula dinamikus tulajdonsagainak meghatarozérepee van. A két domédb allo
izopropil-malat dehidrogenaz esetében feltartukomé&hzarodas atomi szintiépéseinek
Osszefluiggését a katalitikus folyamat egyes elerheive fehérjék folding-refolding
folyamatainak kinetikai analizisével tobb, &@stabilitas mechanizmuséat értelniez
megallapitast tettink. Vizsgaltuk dhermotoga maritimaeubaktériumbdol szarmazo,
hasonlésagot mutaté termofil és hipertermofil xdaok bstabilitAsa kozotti kilonbség
szerkezeti hatterét. Iranyitott family shufflingg#iségével szdmos kiméra enzimet allitottunk
el6 a két vad tipusu xilanazbol. A termofil xilandzzen terminalis régidit lecserélve a
hipertermofil xilandz enzim termindlis régidira, termofil enzim Iéstabilitasat 12C-kal
megnoveltik. A létrehozott kiméra konstrukcidk arilagitottak ra, hogy a terminalis régiok
kozotti kolcsbnhatas stabilizalasaval megnovélharon fehérjék éstabilitisa, amelyek
terminalis régidi megfelélkdzelségben talalhatdak.
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