Kutatasi eredmények 6sszefoglalasa

A két doménbdl felépllé, monomer foszfoglicerat kinaz (PGK) elsédleges szerepe a glikolizis
hatodik enzimeként az 1,3-biszfoszfoglicerat 3-foszfogliceratta alakitasa, mikozben ADP-bél ATP-t
termel. Ezen tdlmenéen valoszintileg igen sokréti feladatot 14t el a sejt killénbdz6 kompartmentjeiben.
A citoplazméban feladata van a Na‘/Ca**-pumpa miikddése soran, ahol ATP-t szolgaltat a pumpa
mitkddéséhez. Az X kromoszoman 0Oroklodé mutécidja Osszefliggésbe hozhatdé a hemolitikus
anémiaval. A sejtmagban szerepet kap a DNS szintézisénél és fontos ,,atkapcsolé” a DNS replikéacios
és a javitd mechanizmusa kozott is. Az utobbi idében megfigyelték a daganatos sejtekben az
extracellularis PGK diszulfid-reduktdz aktivitasat. Ez a szerepe abban all, hogy részt vesz a plazmin
redukcidjaban, mely kdévetkeztében a proteolizis soran a plazminbo6l az angiogenezis folyamatat gatlé
angiosztatin keletkezik. A PGK-nak fontos a szerepe a tumor, valamint a HIV és a Hepatitis B virusok
elleni terapiaban is, mivel Uj, igéretes gyogyszerként alkalmazhat6 L-dezoxi nukleotid analdgok
szelektiv foszforilacidjat katalizdlja. Ennek soran a farmakoldgiailag aktiv trifoszfat analogot allitja
elé, mely sejtbeli koncentraciojanak megfeleld szinten tartdsaban alapvetd szerepet jatszik. Sokréti
sejtbeli funkcidja és kulondsen a rék- és virusellenes terapidban lehetséges szerepe miatt a PGK
mitkddési mechanizmuséanak a jelenleginél részletesebb megismerése igen kivanatos.

A PGK C-terminalis doménja a nukleotid szubsztratot, a MgATP-t vagy a MgADP-t, az N-
terminalis doménja a 3-foszfogliceratot (3-PG) vagy az 1,3-biszfoszfogliceratot (1,3-BPG) kdéti (1.
abra). A PGK-nak szamos kristalyszerkezete ismert, amelyek kozil tébb is laboratériumunk
kdzremuikddesevel készilt. A korabban k6zolt un. nyitott konformacioju szerkezetek azt sugalltak,
hogy a két szubsztrat reaktiv csoportjai csak a domének 0Osszezarddasaval keriilhetnek a kémiai
reakciohoz szikséges kozelségbe. Oldatkisérletek is ezt valoszintsitették, mig végil bizonyitékot
szolgéltatott erre a zart konformacioju kristalyszerkezet. A nyitott és zart szerkezetek nagymértéku
konforméciods kilonbségét jol szemlélteti az 1.4bra.
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Zart és nyitott szerkezetii kristalyok dsszehasonlitasabol megallapitast nyert, hogy a domének
rigid testként fordulnak el egyméashoz képest (kb. 32°-ot) és a doménzarddasnal néhany fontos csuklo-
régio jatszik szerepet. Korabban feltételezték, hogy a molekula fontos csukl6régioi a két domént
Osszekotd 7-es hélix két végén helyezkednek el. Laboratériumunk a molekula legfontosabb
csuklorégiojat a 13-as és a 14-es hélixeket 0sszekots BL-redonél vélte azonositani, ugyanis e redé
nagyfokd konformacios valtozasa a két domént egymashoz lényegesen kozelebb hozza. A 13-as hélix
a C-domen integralt részét alkotja, mig a 14-es hélix az N-doménét. A doménzarddashoz a 7-es
hélixbeli csuklorégidk elmozdulésa is sziikséges, mivel e nélkil a fehérjelanc széttdrne, azonban ez
feltehetéen csupan kovetkezménye a BL-redé konforméaciovaltozasanak.

A szubsztratok kétédési maédja a kilénbdzo krisztallogréafias szerkezetekbdl mar elég jol ismert.
Mig a 3-PG gyakorlatilag azonos modon, a nukleotidok vagy analégjainak B- és y-foszfatja
kalonbozokeppen kotédnek a kristalyszerkezetekben. Mig az AMP-PNP foszfatlanca az ADP-hez
hasonléan a 13-as hélix N-terminalis vége felé hajlik, addig az AMP-PCP B- és y-foszfatja egy
alternativ kotdhelyhez, a 8-as hélix N-terminalisan lévé Lys 215-hdz kotédik. Ez a Lys a nyitott
konformacidju kristalyszerkezetben az aktiv centrumon kivil helyezkedik el, azonban érdekes médon
a MnAMP-PNP*3-PG terner komplexet tartalmazé kristalyszerkezetben az aktiv centrumba kerdl be.
Az oldatban anal6gjaival megegyezé maédon viselked6 MgATP foszfatlanca a kristalyban viszont a
fenti két széls6 pozicid kozott helyezkedik el. Ennek alapjan feltételeztik, hogy a katalizis soran a
nukleotid foszfatlanca valo6szintileg a két kotohely kozott mozog, ily médon segitve a doménzérddast
azzal, hogy a 8-as és 13-as hélix N termindlisait kdzeliti egymashoz.

Posztdoktori kutatdmunkan soran két f6 kérdésre kerestem a valaszt:

% Bizonyitasra var, hogy valoban a BL red6 képviseli-e a f6 csuklorégiot, mely a doménzarddas
alapveté mozgatorugoja és a csuklorégiok mozgésa hogyan, mely oldallanc-kdlcsonhatasokon
keresztil valdsul meg. Szintén nem tudjuk még, hogy a szubsztratok kétédése hogyan, milyen
molekularis mechanizmus altal inditja el a doménzarddas folyamatat és miért szikséges
mindkét szubsztrat egyideji kdtédése a doménzarodashoz.

«» Kérdés az is, hogy az Aaltalunk felfedezett alternativ nukleotidfoszfat kotéhely, ill. az ott
elhelyezkedd konzervativ Lys 215 (és méas oldallancok), valoban kéti(k)-e a valodi szubsztrat, a
MgATP foszfatjait. Tovabbi kérdes, hogy a Lys 215 oldallanc, amely a nyitott inaktiv
konformacidban, a reakcidban atadodd foszfo-csoport helyétél nagyon tavol helyezkedik el,
hogyan kerllhet az aktiv centrumba a szubsztratok altal szabalyozott doménzérddas soran.

Munkadm kezdetekor még foként sertésizombdl preparélt fehérjével dolgoztunk, ezért a
kénnyebb elsallitas celjabdl PET 11c vektorba klénoztam a human PGK-t kddold génszakaszt és E.
coli BL21 (DE3) C+RIL térzsben termeltettem a fehérjét. Ez lehet6vé tette mutans fehérjék eléallitasat
is.

A szubsztratok hatésat elészor biofizikai mérésekkel vizsgaltam. Differencialis pasztazo
mikrokalorimetrids (DSC) kisérleteimben a MgATP, MgADP ill. 3-PG jelenléte 2,6; 4,6 ill. 5,2 °C-kal
emeli az olvadasi homérsékletet és a terner komplex, azaz MgADP*3-PG jelenléte tovabb stabilizéalja
a fehérjét és az olvadasi hémersékletet 6sszesen 6,8 °C-kal emeli. A vizsgalt PGK-nak csak az egyik,
C-doménja tartalmaz 4 triptofant. Ha a két domén kulén-kiilon tekeredik le, fluoriméterben elvégzett
felfatési kisérletekben a DSC mérésektdl eltéré olvadasi homérsékletet mérhetliink. A szubsztratok
hatdsat a DSC mérésekkel azonos felfiitési korilmények kdzott fluoriméterben is meghataroztam és



nem tapasztaltam kulonbséget az olvadasi hémérsékletek kozott, ami a domének nagyfoka
egyuttmikodésére utal. Kilonbozo kristalyszerkezetek molekularis grafikai dsszehasonlitasa alapjan
megéllapitottuk, hogy barmelyik szubsztrat kotédése stabilizalja a masik domént is. Legstabilabb a
terner komplex, amibdl arra kdévetkeztettiink, hogy a konformécids stabilitds és a doménzarodas
szorosan 6sszefugg.

2005 nyaran lehetéségem nyilt Hamburgban, az EMBL kdzpontban Dmitri Svergun vezetésével
a vad tipusu és mutans fehérjék kisszogti rontgen szorésképének (SAXS) felvételére. A mddszer
segitségével képet alkothatunk a fehérje alakjardl oldat forméjaban, igy detektalhatjuk a doménzarddas
bekovetkeztét is. El6szOr a vad tipust enzim szorasképét vettik fel szubsztratmentes, 3-PG, MgADP
és MgATP biner- ill. MgADP*3-PG abortiv és a miikodé MgATP*3-PG terner komplexekben. Az igy
kapott szdrasi képeket dsszevetettlk a kristalyszerkezetek alapjan szamolt ,,elméleti” szorasi képekkel,
azaz megnéztlk, hogy az adott mért gorbe melyik elméleti gorbével egyezik leginkabb. Ezek alapjan
megéllapitottuk, hogy a szubsztratmentes fehérje doménjei teljesen nyitott allapotban vannak, a biner
komplexek egyforméan kismértékben zarddnak és csak a terner komplexek esetében jon létre a zart
konformécid. Ez a kisérletsorozat tehat egyértelmiien bizonyitotta, amit a kristalyszerkezetek és a fenti
DSC-méréseim is valdszinisitettek, hogy mindkét szubsztrat egyuttes kotédése szikséges a
doménzarddashoz. A kristalyszerkezeti adatok részletes molekuléris grafikai elemzésével és a BL 6
csukld régio atomi kolcsonhatdsainak leirdsdval magyarazatot is tudtunk adni arra, hogyan is
muikddhet egy ilyen molekulari csukld. (2. &bra). A két szubsztrat kilon-kilén kotédésekor a
megfelelé biner komplexekben Uj kotések jonnek létre (3-PG kotés hatdsara a kék, mig a nukleotid
kotés kdovetkeztében a zold kapcsolatok), amit a doménzarddaskor a csak terner komplexekre jellemzé
(fekete) kotések erdsitenek. Tehat, latszolag meglepé modon, csak ennek a kevés szamu tovabbi
kotésnek a kialakulasa vezet a domének 6sszezarodasahoz. Ennek az a val6szinti magyarézata, hogy a
két szubsztrat egylttes kotédésekor a binér komplexekben mar részlegesen kialakult H-hid kotés-
lancolat kdnnyen kiterjedhet, ugy, hogy a BL-t is magaban foglalja, hiszen ez energetikailag kedvezé.
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2. dbra
Trypanosoma bruce PGK*3-PG*MgAMP-PNP terner komplexet tartalmazé kristalyszerkezetének
részlete. Az oldallancok jeldlésekor a human fehérje szdmozasat hasznaltam.



Ennek kovetkeztében a BL konformacidja jelentésen megvéltozik, ami a domének z&rddasat vonja
maga utdn. A BL tehat Iényegében egy kettés molekularis kapcsolénak tehinthets, amelyet a két
szubsztrat egyuttese miikodtet. A BL konforméaciovaltozasa azutan tovabbitodik a tobbi fontos csukld
régid, pl. a 7-es hélix felé. Az interdomén-régio konzervativ oldallancai és néhany szubsztratkoto
oldallanc is feltehetéen fontos szerepet télthetnek be a fenti folyamatokban és konforméaciovaltozasok
kdzvetitésében a két domen kozott. Ilyen oldallancok az Arg38, Phel65, Phel96, Glu192, Lys215,
Lys219, Asn336, Glu343Thr375, Ser392, Thr393 és a Ser398. Ezen oldallancok szerepének
tisztazdsara munkam tovabbi részében ezeket irdnyitott mutagenezissel Ala-ra cseréltem és a mutans
fekérjéket funkciondlis (enzimkinetika, szubsztrat-kétodes) ill.szerkezeti (CD, DSC, SAXS) vetettem
ala.

Az &ltalunk felfedezett, a 8-as hélix N-terminélisdn elhelyezked6 alternativ nukleotidfoszfat
koétéhely l1étezésének bizonyitasara és doménmozgasban esetleg betdltott szerepének vizsgalatara az
ott elhelyezked6 konzervativ Lys 215-t kicseréltem Ala-ra és Arg-re (K215A, K215R).
Osszehasonlitasként a mar ismert katalitikus oldallanc, az Arg 38 kicserélését Ala-ra ill. Lys-re
(R38A, R38K) is elvégeztem. A Lys 215 esszencialis katalitikus szerepét a drasztikus
aktivitdscsokkenés mutatja (1500-ad ill. 500-ad részére csokken a K215A ill. a K215R mutécid
esetében). A hatas hasonld mértékii az R38A mutacioéhoz, melyrél korabban méar kimutattak, hogy
esszencialis a katalizishez. Ellentétben az R38 oldallanccal, a K215 kémiai természetén kivil a
térkitoltése is lényeges a katalizis szempontjabol. Ezt tdmasztja ald, hogy az R38K esetében az
aktivitas csokkenés csak 1,5-sz0ros volt. A MgATP és az 1,3-BPG Km értékei jelentésen megnonek,
ami azt mutatja, hogy a mitkddé terner komlexben a Lys 215 az atmené foszfattal kapcsolatot létesit a
reakcid mindkét iranyaban. Kotédési vizsgalatok soran megfigyeltem a MgATP Kd értékének
novekedését, ami arra utal, hogy a Lys 215 mar a biner komplexben is kapcsolatba 1ép az atmené
foszfattal. Ezek az adatok alatdmasztjak, hogy a 8-as hélix N-terminalisan 1év6 Lys 215 a MgATP
lehetséges alternativ kotohelye. Ez a kapcsolat segitheti a doménzarodas folyaman a 8-as hélix
kdzeledését 13-as hélix felé (3. abra). A doménzarddas soran, tehat a Lys 215 a MgATP y-foszfatjaval
egyutt mozdul el és valoszintileg ez a csoport pozicionalja az atadodd foszfo-csoportot megfeleld
térhelyzetbe a katalizis soran.
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3.4bra
A nukleotid szubsztrat mozgasa a 13-as és a 8-as hélix kozott és a hélixek elmozdulasa a
domeénzarddas soran.



A Lys 215 és a MgATP kélcsénhatas doménzarddasban betoltott szerepének kdzvetlen
vizsgalatara SAXS méréseket végeztem. A K215A mutansban bekdvetkezett a doménzarddas mindkeét
szubsztrat jelenlétében, mig az R38A muténs esetén ez nem jott létre. Tehat annak ellenére, hogy
mindkét mutans inaktiv, a doménzarddasban csak az Arg 38 oldallancnak van Kitlintetett szerepe. Ez
szerep a BL redében elhelyezked6 Thr393 oldallanccal val6 kozvetlen kapcsolatat tekintve, valéban jol
érthetd. A Lys 215 oldallancnak viszont nincs kdzvetlen szerepe a doménzarédasban, azonban
amennyiben azt egy masik mechanizmus (pl. a BL mikddése) elinditja, akkor a Lys 215 is
valoszintileg hozzajarul a zart szerkezet stabilizalasahoz.

A nukleotidkotéhelyet alkotd fehérjeoldallancok szerepét is megvizsgaltam a doménzérddasi
folymatban, azaz, hogy ezeknek mi a szerepik a nukleotid hatdsanak a csuklé régidhoz valo
kdzvetitésében. Ezért a munkadt a kristalyszerkezeti 0sszehasonlitasok alapjan fontosnak talalt
aminosavak, a Lys 219, Asn 336, Glu 343 és Thr 375 oldallancok Ala-ra vald cseréjével folytattam. A
mutansok kinetikai és kotédési vizsgalatai alapjan a K219A esetében tapasztaltuk a legnagyobb
aktivitasvesztést, ami az R38A mutanséval 0sszemérhets. Ez nem volt eldre varhatd, mivel ez az
oldallanc a MgATP a-foszfatjaval létesit kapcsolatot, nem pedig az atmené y- foszfattal. A kisérletek
tehat felvetik azt a lehetéséget, hogy a Lys 219 oldallanc (a Lys 215-vel egyuttmiikddve) katalitikus
oldallancnak tekintheté. Ezt a lehetéséget tovabbi (NMR) kisérletekben ,.transition-state” analdgot
hasznélva fogjuk ellenérizni. A kinetikai vizsgéalatok alapjan az Asn 336 és a Glu 343 Ala-muténsai is
nagymértékben csokkent katalitikus hatékonysagot mutattak. Az eredmények tehdt azt
valdsziniisitették, hogy ez a ket oldallanc is részt vesz (a Lys 219 mellett) a doménzéarddasban. A
kérdés eldontésére DSC és SAXS méréseket végeztiink. A SAXS mérések a K219A, N336A és a
E343A esetén csak részleges doménzarodast mutattak. A kalorimetrias felfiités sordn a
szubsztratmentes mutansok viselkedése nem tért el lényegesen a vad tipuséhoz képest. Ezért
szubsztratok jelenlétében is megvizsgaltuk a nukleotidkétéhely kornyéki és a 3-PG kotésében
résztvevé Arg 38 mutans DSC felfiitési gorbéjét. Osszhangban a SAXS mérésekkel a Lys 219, az Asn
336 és a Glu 343 részvételét a doménzarodasban a DSC-s mérések is alatamasztjak. Ugy gondoljuk,
hogy a 2. &bran bemutatott molekularis kdlcsonhatassokkal 6sszhangban a 3-PG és a nukleotid
szubsztrat egylttesen hat a BL f6 csuklorégiora és jatszik szerepet a doménzarddas elinditdsaban. Az
ismert kristalyszerkezeteket Osszehasonlitva leirtuk a nukleotid szubsztrdt &ltal inditott mozgas
atadddasanak lehetséges molekuléris mechanizmusat (4. abra).

4 .4bra
A nukleotid szubsztrat altal elinditott doménzarédas atadddasa az oldallancok kozott



A doménzérddas szempontjabol a BL redé konzervativ oldallancainak (Thr 393, Ser 392 és
Ser 398) kdzponti szerepe lehet a fentebb bemutatott mechanizmusban, melynek feltérképezésére
ezek, valamint a kornyezé Phe 165, Glu 192 és Phe 196 Ala-ra valo cseréjét is elvégeztem el.
Feltételezésem az volt, hogy a BL reddben 1évé Ser és Thr oldallancok hidroxil-csoportjai kiilonb6z6
maodokon alakithatnak ki H-hidakat a mellettlik 1év6 peptid N-atomokkal, mely a BL konformécidjat,
és ezéltal a csuklo-régié muikddeset szabalyozhatja. A szubsztratok kotédési allandoi alig, vagy
egyaltalan nem valtoztak a mutaciok kdvetkeztében. Kinetikai vizsgalatok soran azonban a katalitikus
hatékonysag a Thr 393 esetében csdkkent a legink&bb (két nagysagrendet). A tébbi mutans esetében ez
nem jelentésen, vagy maximum egy nagysagrendet csokkent. Ez az eredmény alatdmasztja azt a
korabbi feltételezést, hogy a Thr 393-nak fontos szerepe van a domének kdzotti kommunikacidban,
mégpedig azaltal, hogy a 3-PG kotésében részt vevé Arg 38 oldallanccal létesit kapcsolatot a
doménzarédas folyamén, igy adodik &t a 3-PG hatdsa a BL redére. A F165A, E192A és F196A
fehérjék megndvekedett K., értékei (8-10-szeres) arra utalnak, hogy a Thr 393 mellett ezek az
oldallancok is szerepet jatszhat a doménzarddasban. A kristalyszerkezetek vizsgalata valdban arra utal,
hogy a Phe 165, Glu 192 oldallancoknak szintén fontos szerepe lehet a 3-PG inditotta konforméacios
hatas tovabbitasaban a csukld régid felé. Masreszt ez a két oldallanc felelés a csuklérégid stabilitasaért
és ezzel egyitt az egész PGK molekula szerkezeti integritasanak fenntartasaért is (mutansaik DSC
kalorimetrias olvadaspontjai 5,7 ill.4,9 °C-kal alacsonyabb a vad tipust fehérjéhez képest) . A SAXS
mérések a mutansok részleges doménzarodasat mutattdk. Mindezt 6sszevetve a kinetikai adatokkal
ugy gondoljuk, hogy egyetlen vizsgalt oldallanc sem felelés egyedil a molekularis csuklo
mikddtetéséért, hanem ezek egyuttes kapcsolatrendszere szabalyozza azt.
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