Zarojelentés az NI 61915 OTKA Kkeretében végzett kutatasokrol

A kutatdcsoport tevékenységének fokuszaban az OTKA palyazat altal lefedett periodusban az
enzim milkodés szabalyozasanak alaposabb megértése allt. A fehérjéket az teszi kiilonleges
természeti objektumokkd, hogy jol definialt, de flexibilis térszerkezettel €s egyedi felszini
mintazattal rendelkeznek valamint modularisan szervezettek. Ezekbdl a tulajdonsadgokbol
levezethetd az enzimek sokrétli funkcioja, hatékonysaga és nagyfoku specificitasa.

Az elmult harom év koherens kutatd6 munkdja sordn sziilettek specialis tudomanyos
eredmények ¢és levontunk ezekbdl altaldnos kovetkeztetéseket is. Munkank mérlege a
nemzetkézi folyoiratokban megjelent 30 kozlemény Osszesen 130 IF-al. Ezen kiviil
nagyszamu plendris ¢és meghivott eldadast tartottunk nemzetkdzi konferencidkon (a
konferencia absztraktokat, nagy szdmuk miatt a beszdmoldban tételesen nem szerepeltetjiik).
A munkdban 5 posztdoktor és 11 doktorandusz vett részt (4 hallgatdé megszerezte a PhD
fokozatot, tovabbi 5 tiljutott a szigorlaton és benyujtotta dolgozatat).

Az altalunk legfontosabbnak tartott tudoméanyos eredmények roviden a kdvetkezok:

Molekularis immunoldgiai kutatdsaink keretében meghataroztuk 4 komplement
protedz és a Cl-inhibitor szerkezetét - kiilondsen az utobbi hozott szdmunkra nagy
nemzetkdzi elismerést. A szerkezetek és funkciondlis eredményeink alapjan altaldnosan
elfogadott aktivaldsi modellt dolgoztunk ki a komplement rendszer lektin utjanak
szabalyozasi mechanizmusara.

Jelentésnek tartjuk a Cl-inhibitor heparin 4ltal torténd potencirozasanak
mechanizmusara javasolt, szerkezeti alapi modell kidolgozasat, a flagellin fehérje egyik
rendezetlen szakaszanak export szignalként torténd azonositasat (szabadalom is sziiletett
beldle), a foszfogliceratkindz enzim domén zarddasban résztvevd allosztérikus jeltovabbitd
halozat azonositdsat, az enzimaktivitds rendhagyd homeérsékletfiiggésének a konformacids
flexibilitds alapjan torténd értelmezését a izopropilmalat dehidrogenaz esetében, atmeneti
zona felfedezését a rendezett és rendezetlen szerkezetet kodold amindsav szekvencak kozott.

Munkénkat a multidiszciplinaritds ¢és a moddszertani sokoldalisag jellemezte.
Vegyészek, fizikusok, biologusok €s bioinformatikusok egyiittmitkodése tette lehetévé, hogy
a munkankhoz sziikséges bonyolult bioldgiai objektumok eldallitast, funkciondlis és
szerkezeti jellemzését valamint a szamitogépes modellezést legtobb esetben magunk végeztiik
el. Ennek {6 elonye a gyorsasag mellett a komplex szemlélet kialakulasa a kutatocsoportban.

A komplement fehérjék és funkciondlis komplexeik, a flagellaris rendszerek,

multidomén enzimek egylittes vizsgalata lehetdvé tette a fehérjék Onszervezddésével, a



molekuléris szinti felismeréssel ¢s az allosztérikus jeltovabbitds mechanizmusaval
kapcsolatos altalanos kovetkeztetések levondsat. Ezzel kapcsolatos eredményeinket harom
Osszefoglaloban ¢és két konyvfejezetben publikaltuk és nyolc nemzetkdzi konferencidn tartott

plenaris illetve meghivott eldadéasban tettiik kozz¢.

A modularis szervezodés szerepe a fehérjék feltekeredésében és mitkodésében

Egy tipikus alloszterikus mechanizmussal mikodd enzim, a 3-foszfogliceratkinaz (PGK)
szerkezeti doménjei kozotti egyiittmiikodés és a doménmozgasok mechanizmusanak részletes
molekularis leirdsat adtuk meg. A humén PGK helyspecifikus mutansain végzett enzimkinetikai,
ligandkotodési €s szerkezeti (DSC, SAXS) kisérleteink valamint a kristalyszerkezetek
molekularis grafikai analizise alapjan azonositottuk azokat a konzervativ oldallancokat, melyek
kontaktusai egyrészt tovabbitjak a két doménen kiilon-kiilon k&tddd szubsztratok hatasat az
interdomén-régioban elhelyezkedd, feltételezett f6 csukld régidhoz, masrészt pedig ebben a
csuklo-régioban elhelyezkedve, fontos szerepilk van a domének kozotti kommunikacidban.
Tehat azonositottuk az oldallanc-kdlcsonhatasokra épiilé alloszterikus ,utvonalakat”, melyek
kozvetitik az egyes szubsztratok hatasat a kotohelyiiktdl az L-jelti béta-redében elhelyezkedd 6
csuklo felé. Ilyen oldallancok egyrészt a katalizis kémiai folyamatédban is résztvevé R38, amely a
3-PG szubsztratot is koti, masrészt a nukleotid-szubsztrat kotésében résztvevé K219, N336 és
E343. Az L-jeldl béta-redében 1évé S392 és T393, valamint ezek kdrnyezetében 1évé F165 és
E192 oldallancok Ala-ra vald mutacidja szintén a doménzarddas hidnydhoz és jelentds
enzimaktivitas-csokkenéshez vezetett. A T393del delécios mutans elkészitése kiilondsen
drasztikus aktivitasvesztéshez €s a nyitott szerkezet nagyfoku stabilizaloéddsdhoz vezetett, ami
egyértelmilen megmutatta, hogy a béta L red6 hossza és alakja nagyon lényeges a zart
konformécio kialakulasahoz, igazolva annak, mint f6-csuklonak a szerepét a PGK miikodésében.
Kisérleteink azt is bizonyitottdk, hogy az F165 és E192 oldallancok nemcsak a csuklo-régio
muikodeéséért, hanem az egész fehérjemolekula konformécids stabilitdsaért is feleldsek.
Osszegezve, azonositottuk a két szubsztrat egyiittes kotddésekor kialakulé H-hid-lancolatot,
amely mintegy ,kettds molekularis kapcsolo”-ként szabalyozza a f6 csukld miikddését és

iranyitja a domének zarddasat a katalitikus ciklus soran.

Az izopropilmalat-dehidrogenaz (IPMDH) kiilonb6z6 hdstabilitasu formaival (termofil
Thermus thermophilus, mezofil E. coli és hidegtlird Vibrio sp. 15) végzett denaturacios-

renaturdcids vizsgalataink ravilagitottak a fehérjestabilitds kinetikai és energetikai alapjaira.



Fluoreszcencia- ¢és CD-spektroszkopias ill. enzimaktivitds-méréssel kovetve a térszerkezet-
felbomlasanak 1ill. kialakuldsdnak iddbeli folyamatat, megallapitottuk, hogy az IPMDH-k
stabilitasbeli kiilonbségei kizarolag denaturacidjuk kiilonb6z6 sebességének tulajdonithatd, mig a
térszerkezet-kialakulds folyamata hasonld sebességgel zajlik. Tehat a térszerkezet kialakulasi
folyamat atmeneti allapotdban csupan a polipeptidlanc f6 topoldgiai jellemzdi alakulnak ki, a
kiilonboz6 IPMDH-k eltéré szerkezeti stabilitdsat megszabd jellemzok (pl. a specifikus
kolcsonhatdsok a nem-konzervativ oldallancok kozott) a térszerkezet-kialakuldsi folyamat
késobbi stadiumaban jonnek csak 1étre. Molekularis grafikai szerkezeti analizissel azonositottuk
azokat a molekularis régiokat, melyek felelosek lehetnek a termostabilitasért. - Az IPMDH, mint
dimer fehérje, melynek alegységei két-két doménre tagozodnak, alkalmas modell volt annak a
kérdésnek vizsgalatara is, hogy az alegységek vagy domének térszerkezet-kialakuldsa
mennyiben zajlik egymastol fliggetleniil. Megallapitottuk, hogy a polipeptidlancok mar a
térszerkezet-kialakulasi folyamat korai szakaszdban asszocialnak, majd ezen inaktiv dimer
intermedier szerkezete rendezddik at egy sokkal lassabb elsérendii folyamatban aktiv enzimmé.
Az intermedier CD- és fluorimetrids spektruma jobban hasonlit a nativ, mint a denaturalt
IPMDH spektrumahoz, azaz hatarozott szerkezetre utal. Tehat az IPMDH nativ térszerkezete
kezdeti fazisdban. Iranyitott mutagenézissel eldallitottunk olyan IPMDH mutdnsokat, melyek
csak egyetlen Trp oldallancot tartalmaznak egyik vagy masik doménben, igy azok fluoreszcens
jelét felhaszndlva az egyes domének térszerkezetének kialakulasat kiilon-kiilon vizsgalhattuk.
Kideriilt, hogy a domének térszerkezete szorosan 6sszehangolt modon, az alegység molekuldris
szimmetridjanak fenntartasaval zajlik.
Az eredményeket a Proteins, Biochemistry, a FEBS Letters, JBC, Nucleic Acid Res,

ill. a BBRC folyoiratokban kozoltiik.

Modularis szerin proteazok aktivalédasa és gatlasa

Kutatasi terviink egyik f6 célkitlizése volt a szamos élettani folyamatban kulcsszerepet
Jatszo6 modularis szerin protedzok aktivalodasi és szabalyozasi mechanizmusainak felderitése.
A modularis szerin protedzokbdl allo kaszkadrendszerek egyik legfontosabb képviseldje a
komplementrendszer, amely a természetes immunitds egyik f60 komponense. A rendszer
szabalyozott mitkddése nélkiilozhetetlen a hatékony immunvalasz kialakitdsa szempontjabol,

kontroll nélkiili aktivadloddsa azonban betegségek kialakulasahoz vezethet. Kutatési



objektumaink a komplementrendszer klasszikus ¢€s lektin tutjanak inicidlasaban résztvevo
MASP-2, Clr és MASP-1 protedzok voltak.

A MASP-2 protedz zimogén forméaban képzdédik és megfeleld korilmények kozott
képes autoaktivalodasra és a komplement kaszkad beinditasara C2 és C4 komponensek
hasitasa altal. Az autoaktivalodasi mechanizmus tanulmanyozasa céljabol meghataroztuk a
zimogén ¢és az aktiv MASP-2 enzim térszerkezetét. A zimogén enzim inaktiv térszerkezettel
rendelkezik: erdsen torzult a katalizishez nélkiilozhetetlen oxianion lyuk és a szubsztratkotd
zseb. Ennek megfelelden a zimogén MASP-2 nem képes kismolekulatomegli szintetikus
szubsztratok hasitasdra. Meglepé modon azonban, a nagyméretii fehérjeszubsztratot (C4) az
aktivalt enzimmel Osszemérhetd hatékonysaggal hasitja. Ebbdl az kovetkezik, hogy az
egylancu zimogén forma képes atalakulni proteolitikusan aktiv formava anélkiil, hogy az
aktivacios peptid elhasadna. Ehhez azonban sziikséges a fehérjeszubsztrat jelenléte, amely a
zimogén-aktiv konverziot indukalja. Nyilvanvald, hogy a zimogén enzim proteolitikus
aktivitasa felelés az autoaktivacid jelenségéért. A lektin Ut iniciacidés komplexében két
MASP-2 molekula talalhatd, amelyek katalitikus doménjei konnyen érintkezhetnek az
aktivacios folyamat soran. A két zimogén molekula taldlkozasabol egy enzim-szubsztrat
komplex alakul ki, ahol az elsd 1épésben az egyik zimogén hasitja a masik zimogént. Ezutén a
felaktivalt MASP-2 hasitja a még zimogén forméban 1év6 méasik MASP-2 molekulat. Ezt az
autoaktivalodasi mechanizmust szamitogépes modellezéssel €s in vitro mutagenezissel
bizonyitottuk. Kétféle zimogén mutanst készitettiink: az egyikben az elhasadd (R444-1445)
kotést mutadltuk (R444Q) mutans, mig a masikban az aktiv szerint cseréltiik alaninra (S633A)
mutans. Viarakozasainknak megfeleléen az R444Q mutans hasitotta az S633A zimogén
mutanst. Azt is igazoltuk, hogy a tripszin-szerli szerin protedzok aktivitasahoz
nélkiilozhetetlen sohidra, amely az aktiv enzim N-terminalisa és a konzervativ Asp194 kozott
alakul ki, nincs sziikség a szubsztrat indukalta aktivitds kialakuldsdhoz. A D632N mutans
MASP-2 képes volt autoaktiviciora és a kétlancti forma hatékonyan hasitotta a C4
szubsztratot. Valdsziniileg hasonlé mechanizmussal autoaktivdlodnak a Clr és MASP-1
proteazok is.

A Clr protedz a komplementrendszer klasszikus utjdnak aktivaldsdban jatszik
szerepet. A Clr képes autoaktivaldédni a C1 komplexen beliil. Munkédnk sordan meghataroztuk
aktiv Clr, hasonldéan a zimogénhez, dimert alkot, amelyet a molekuldk kozotti CCP1-SP
kdlcsonhatdsok stabilizalnak. A szerkezet azonban az autoaktivalodasi folyamat részleteirdl is

sokat elarul, mivel a kristdlyracsban a szomszédos dimerekben 1évé Clr molekulak enzim-



termék komplexet alkotnak. A komplexekben jelen van az S1-P1 sohid, valamint az
intermolekularis CCP2-SP koélcsonhatas. Ez 0sszhangban van kinetikai méréseinkkel, ahol
megmutattuk, hogy a CCP2 modult tartalmaz6 fragmentumok sokkal gyorsabban
autoaktivalodnak, mint a maganyos SP domének. A szerkezet alapjan egy modellt allitottunk
fel a zimogén Clr autoaktivaldédasara a C1 komplexen beliil. Ez az aktivalodasi modell jobban
Osszhangban van a kisérleti eredményekkel, mint a korabban masok altal publikalt modellek.

Minden aktivalédasi modell kulcseleme a komplexek (C1 komplex, MBL-MASP
komplex) €s ezeken beliil a multidomén szerin proteazok flexibilitasa. A szerin protedzoknak
tobbféle, egymastdl igencsak eltérd konformacidt kell felvennie az autoaktivalédashoz és az
ezt kovetd szubsztrat hasitashoz. A flexibilitds forrasa elsdsorban a doméneket Osszekotd
linker régiokban lehet. Ebbol a szempontbdl fontos, hogy mind a Clr, mind pedig a MASP-2
proteazokban kimutattuk, hogy a CCP2 és az SP doméneket Osszekotd szakasz egyfajta
,»hinge” pontként miikodik. Ennek fontos szerepe lehet szubsztrat hasitds soran az SP domén
megfeleld orientalasaban, azonban ez nem elegendd ahhoz a flexibilitdshoz, ami az
aktivalodasi folyamathoz sziikséges. Tanulmanyoztuk ezért a Clr CCP1-CCP2 és CUB2-
CCP1 fragmentumait. NMR spektroszkopia segitségével vizsgaltuk az izolalt doméneket és a
fragmentumokat. A CCP1 és a CCP2 domén kozott erds kolcsonhatasokat talaltunk. Ezek az
eredmények és mas kisérleti adatok is arra utalnak, hogy a CCP1-CCP2 modul par inkabb
merev, mint flexibilis strukturanak tekinthetd. Ezzel szemben a CUB2-CCP1 régi6 nagyfoku
konforméciovaltozasra lehet képes. Kimutattuk, hogy a CUB2 domén Ca®" iont két, e nélkiil
szerkezete rendezetlen. ITC kalorimetria segitségével meghataroztuk a Ca®* kétés egyensilyi
allandojat. Ennek alapjan megallapitottuk, hogy a vérben a Ca™" kotéhelyek csak részlegesen
vannak telitve, vagyis a CUB2 domén Ca”*" kapcsoloként mitkodve biztositja a C1r molekula
flexibilitdsat az autoaktivalddas és a Cls hasitds soran. A CUB2-CCP1 régid flexibilitasat
hidrogén-deutérium kicserélddés mérésével is igazoltuk.

A Cl-inhibitor egy olyan szerpin tipusi molekula, amely képes gatolni a Clr, Cls
MASP-1, MASP-2 ¢és a plazma kallikrein enzimek aktivitasat. A Cl-inhibitor az egyik
legfontosabb természetes gyulladascsokkenté molekula, hianyaban stlyos betegség, az
orokletes angioddéma alakul ki. Ennek a fontos molekuldnak a térszerkezetét mar régota
probaltak megfejteni. Nekiink sikeriilt els6ként kristalyositanunk a Cl-inhibitor szerpin
doménjét és megoldani a térszerkezetét. A térszerkezet egy eddig még le nem irt latens
konforméciot mutat. Valdszinlileg a Cl-inhibitor hidnyos korképek hatterében gyakran ennek
a latens formanak a kialakuldsa allhat. A térszerkezet alapjan elemeztiik a betegséget okozd

mutaciok szerkezeti hatterét, valamint hipotézist dolgoztunk ki a Cl-inhibitor hatdsanak



crer

a Cl-inhibitor kozé beépiild negativan toltott heparin ledrnyékolja a két molekula pozitiv
toltését, ezaltal a kezdeti proteaz-inhibitor komplex kdnnyebben ki tud alakulni. Ennek a
hipotézisnek az igazolasa tovabbi kisérleteket igényel.

A MASP-1 enzim viszonylag nagy mennyiségben fordul el a vérben, (koncentracidja
tizszerese a MASP-2-nek), pontos fizioloégids szerepe azonban még nem tisztazott.
Proteomikai modszerekkel azonositottuk a MASP-1 néhany lehetséges szubsztratjat a vérben.
A kisérleti adatok arra utalnak, hogy a MASP-1 joval szélesebb szubsztratspecificitassal
rendelkezik, mint a tobbi komplement protedz, sok tekintetben a trombinhoz hasonld.
Id6kozben sikeriilt meghataroznunk a MASP-1 katalitikus fragmentuménak térszerkezetét. A
szerkezet aldtdmasztja a kisérleti adatokat: a MASP-1 szubsztratkoté régioja sokkal
nyitottabb, mint Clr, Cls vagy a MASP-2 hasonlo régidja. A szerkezet arra is magyarazatot
ad, hogy a MASP-1 miért hasonlit a trombinra, és miért lehet antitrombinnal gatolni az
aktivitasat.

A fenti munkakbdl tobb nemzetkdzi publikécio sziiletett (Immunobiology, JBC, Plos
ONE, Arterioscler Thromb Vasc Biol, Mol Immunol, BBA, Clin Exp Immunol, Acta
Crystallogr, Trends Mol Med) és szamos hazai ¢és nemzetkdzi konferencidn ismertettiik

eredményeinket.

Flagellaris export és szervezodés

Munkénk a Salmonella typhimurium {6 mozgasszerve, a bakteridlis flagellum (ostor)
felépitésében szerepet jatszo6 fehérjék sejtbol torténd  kijuttatdsanak (exportjanak)
mechanizmusat kivanta feltarni. Ennek sordn azonositottuk a flagellumot alkoto flagellin
26-47 aminosavait oleli fel, és alkalmasnak bizonyult egy hozza kapcsolt kis fehérje domén
sejtbdl vald kijuttatasara. A szegmens szekvencidja nagyfoku hasonldsagot mutat a kiilonb6zo
fajok flagellin fehérjéi kozott. Kimutattuk, hogy az azonositott szignal E. coli baktériumban is
miikddik, ami a biotechnoldgiai alkalmazas szempontjabol fontos. Tovabb vizsgalva a szignél
természetét azt taldltuk, hogy valtozatos méretii (9-40 kDa) és funkcidju rekombindns
fehérjék exportjat teszi lehetévé, amelyek altalaban aktiv forméban jelentek meg a sejtkulttra
folyadékban. A 2-65, 26-47 és 2-192 flagellin szegmensek Osszehasonlitdsaval kimutattuk,

hogy a 26-47 szegmens tartalmazza az Osszes sziikséges informaciot, ami a fehérjék

crer



exportcsatornan keresztiili kijuttatdsahoz sziikséges. Tovabbi terveink kozott szerepel a
flagellaris exportrendszer 26-47 flagellin szegmenssel kolcsonhaté komponenseinek
azonositdsa, ami reményeink szerint hozza fog jarulni az export mechanizmusénak jobb

megértéséhez.

A flagellin hipervariabilis D3 doménje nem vesz részt a flagellin polimerizacidjaban
¢és ezaltal a filamentaris struktira kialakitdsaban. A D3 domént az aminosavszekvencia 190-
285 szegmense alkotja. A fliC flagellin gén D3 domént kodold darabjat izolaltuk és pET21c
vektorba klonoztuk. A D3 fehérjét E.coli baktériumban termeltettiik €s tisztitottuk. Pasztazo
mikrokalorimetria alkalmazasaval megmutattuk, hogy a D3 domén izolalt formaban is stabil,
proteazokkal szemben rezisztens térszerkezettel rendelkezik. Eredményeink arra utalnak,
hogy a D3 domén kivald vazszerkezet lehet mesterséges kotofehérjék iranyitott evolucidval
torténd eldallitdsara. Folyamatban vannak olyan kisérletek, amelyek egy adott célmolekuldhoz
(pl. Osztrogén, toxinok) specifikusan kotédni képes D3 varidnsok kifejlesztését célozzak
iranyitott evolucid (fag-,display”, ill. riboszéma-, display”) segitségével. A kifejlesztett
kotomotivum flagellinbe torténd visszaépitésével olyan polimer struktira nyerhetd, ami a
kotddomeént tobb ezer példanyban hordozza a feliiletén, s kivaldan alkalmazhat6 bioszenzorok
¢érzékeld elemeként.

Az flagellaris exportrendszer vizoldékony komponenseinek jellemzése érdekében tett
eréfeszitéseink soran sikerrel oldottuk meg a FliS flagellin-specifikus dajkafehérje tisztitasat.
Izotermalis titrdciés mikrokalorimetria alkalmazasaval jellemeztik a FliS-flagellin
kolesonhatds termodinamikai paramétereit. Méréseink szerint a kolcsonhatds nagyon erds,
amelynek disszociacios allandoja az 5-10° M koriili tartomanyban talalhato. Eredményeink
arra utalnak, hogy a FliS monomer formaban kotédik a flagellin molekula C-termindlis
befolyasolja a flagellin kompakt részének szerkezeti stabilitasat, ami arra utal, hogy a korabbi
vélekedéssel ellentétben nem a FLiS feladata a flagellin alegységek exportkompetens

Az eredményeket a FEBS Letters, BBRC, Protein Pept Letters folyodiratokban
kozoltiik, illetve a Nature Biotechnology folydiratban kommentart kozoltiink, tovabba két

szabadalmat nytjtottunk be.



A hostabilitas, enzimaktivitis és a konformacios flexibilitas kozotti osszefiiggések

vizsgalata

Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai elsdsorban a mezofil és termofil enzimek
hostabilitasa kozotti kiillonbség szerkezeti hatterére fokuszaltak és az eredmények alapjan az
ionparok, ionhalozatok fontos szerepét valdszinUsitettik. A Thermotoga maritima
eubaktérium két xilandaz enzimébdl 4all6 modellrendszer segitségével a kevéssé
tanulmanyozott termofil és hipertermofil fehérjék kozotti hdstabilitds kiillonbség hatterét
vizsgaltuk. Az iranyitott evolicids technikdk kozé tartozd ,,family shuffling” modszert
racionalizalva, kiméra enzimeket allitottunk eld, amelyeket fizikai-kémiai modszerekkel
jellemeztiink, és a megnovekedett hdstabilitasért felelds tényezdket a homoldgia modellezés
segitségével felépitett szerkezetek alapjan azonositottuk.

A Thermotoga maritima teljes genomszekvenciajanak publikalasa utan sikeriilt két
olyan xilanaz fehérjét taladlni a baktérium genomjaban, amelyek jelentdés hasonldsagot
mutatnak és egylitt egy termofil és egy hipertermofil enzimbdl 4ll6 modellrendszert alkotnak.
Elvégeztik a Thermotoga maritima xynB és xynAcat gének klonozasat. A szerkezeti
Osszehasonlitds céljabol, a mar ismert xilanaz B enzim rontgenszerkezete mellé homoldgia
modellezéssel felépitettiik a xilanaz A katalitikus domén lehetséges szerkezetét. A két, (B/a)s-
hord6 szerkezettel rendelkezé xilanazbol kiindulva, a family shuffling moddszer
ésszerlsitésével, 21 kiméra enzimet &llitottunk eld, amelybdl 16 bizonyult aktivnak. A
kimérak optimalis muikodési hémérsékletei nem mutattak monoton Osszefiiggést a
hipertermofil vadtipusti enzimbdl szarmaz6 szekvencia részlet nagysagaval. Négy kiméranak
volt magasabb az optimalis miikodési hdmérséklete, mint a termofil TmxAcat fehérjének, a
legstabilisabb varians az lett (7o, = 80 °C), amelyben a lancvégi szegmenseket cseréltiik le.

A kiméra konstrukciok tovabbi szerkezeti vizsgdlata és bioinformatikai analizise
szerint a Thermotoga maritima xilandzok esetében az optimalis miikddési hdmérséklet nem
monotonon novekszik a hipertermofil Osszetevok aranyanak novekedésével, az N-¢és C-
terminalis szegmensek kozotti kolesonhatasoknak aranytalanul nagyobb hozzéjaruldsa van a
molekula teljes stabilitasdhoz. Az eredmények varhatoan alkalmazhatok egyéb olyan (B/o)s-
hord6 szerkezettel rendelkezd fehérjére, ahol a két lancvégi régio kell6 kozelségben van
egymashoz.

Az altalunk végzett kisérletek eredményei raviladgitanak a termindlis régiok és a
koztiik 1évo kdlesonhatasok fontossagara a stabilitas szempontjabol. A hdstabilitas szerkezeti

alapjaiban fontos szerepet jatszd, egyre nagyobb bizonyossdgot nyerd elektrosztatikus



kolcsonhatas mellett a lancvégek kozotti kolcsonhatasok erdsitése egy konnyen tervezhetd és

nagy eséllyel pozitiv eredménnyel szolgalo tényezo.

A gliceraldehid-foszfat dehidrogendz (GAPDH) enzim két ortoldgja, a termofil
Thermotoga maritima, valamint a nyulbol szédrmaz6 valtozata altal katalizalt reakcid
homérsékletfiiggése egyarant jelentds eltérést mutat a klasszikus arrheniusi linedris
viselkedéstdl, azonban az észlelhetd toréspont hdmérséklete a TmGAPDH esetében 17°C-kal
magasabb, mint a nytlbol szdrmaz6 enzimnél. A H/D kicserélddés vizsgalatok azt mutatjak,
hogy szobahdmérsékleten a TmGAPDH konformacids flexibilitdsa alacsonyabb, viszont a
homérsékleti optimumokon Osszehasonlitva a két enzim flexibilitasat, azok megegyeznek,
ennek alapjan az enzimaktivitds nemarrheniusi hdémérsékletfiiggése a konformacios
dinamikaval hozhat6 Osszefiiggésbe. A szerkezetek B-faktorainak analizise alapjan a
flexibilitas kiilonbsége az enzimek koenzim- és szubsztratktd régidiban a legjelentdsebb.

A termofil, mezofil ¢és hidegtir6 IPMDH enzim az aktivitdsi paraméterek
hémérsékletfiiggése tekintetében nagyon hasonldéan viselkedik. A hémérsékletfiiggést leird
Arrhenius és van’t Hoff dbrazolasok alakja megegyezik, a kiilonbség az abszolut értékekben
talalhat6: az enzimek aktivitdsa a hdstabilitasukkal forditottan aranyos. Megéllapithatd, hogy
az enzimek miikddésével jard alapvetd dinamikus folyamatok a hdmérsékleti adaptacié soran
nem valtoztak meg jelentdsen, csak a homérsékleti optimumuk tolddott el a megkivant
iranyba.

Az E. coli IPMDH Aaltal katalizalt reakcioban a szubsztratra vonatkozo Michaelis-
Menten alland6 hdmérsékletfiiggésének van’t Hoff abrazolasa szigmoid lefutast mutat. CD és
DSC méréseim szerint a szigmoid valtozast nem konformaciovaltozas okozza. A H/D
kicserélodés mérésekbdl meghatdrozott AG.,;. mikrostabilitdsi szabadentalpia-értékek
hémérsékletfiiggése azt mutatja, hogy 30°C-on — ami megfelel a disszociacios allando
szigmoid atmenete kozéppontjanak — a szabadentalpia jelentdsen csokken, ami a
konformacios flexibilitds novekedését, uj fluktuaciok megjelenését indikalja. A FRET-
hatékonysdgnak a donoremisszioval vald korrekcidjaval kapott f° paraméter értékével
jellemeztem a fehérje dinamikdjat, ebben az esetben a domének egymashoz viszonyitott
relativ fluktuaciojanak amplitudojat. Az f” értéke az IPM-mentes NADH-IPMDH komplexben
30°C  kornyékén jelentésen emelkedik, ami a konformacids fluktuacidk nagyobb
amplitudojaval magyarazhato.

A konformacios flexibilitds ndvelése mutaciok révén a nemkonzervalt prolinok

glicinre valo cseréje utjan megvaldsithato, ezt H/D kicserélédés mérések aldtdmasztjak. A



THIPMDH igy létrehozott mutansainak hdstabilitasa alacsonyabb a vad tipusnal, a beépitett
glicinek szdmaval ardnyosan. A mutdns enzimek hdstabilitdsa és konformacids flexibilitdsa
kozott van Osszefiiggés, noha a korrelacid nem tokéletes. Az enzimaktivitas és flexibilitas
kozott 0sszefiiggés nem mutathato ki.

A laboratériumunkban foly6 kisérleti projektekhez kapcsolddva elméleti mdodszerekkel
elemeztiik az izopropil-maléat dehidrogenaz, a gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz, valamint
kétféle xilandz stabilitasanak egyes vonatkozasait. A TIM-hordd szerkezetli xilandzok
esetében kiméra enzimeket vizsgaltunk, melyek elemzése azt mutatta, hogy a stabilitasért
leginkabb felelés aminosavak nem egyenletesen oszlanak el a szekvencidban; a terminalis
régiok kolesonhatasanak, komplementaritdsdnak kiemelt szerepe van.

Ezeket az eredményeket a Biochemistry, a European Biophysics Journal, ill. a BBRC
folyodiratokban kozoltiik.

Atmeneti z6na a rendezett és a rendezetlen fehérjék kozott

Kutatasi projektink f6 motivuma a fehérjék stabilitdsdit meghatarozd tényezdk
vizsgalata. Az utobbi években megélénkiilt az érdeklédés az un. rendezetlen fehérjék irant.
Ezek a fehérjék nativ allapotban is rendezetlenek, és fontos szerepet jatszanak kiilonféle
sejtfunkcidokban (jelatvitel, szabalyozas, stb.). Tanulmanyozasuk soran felismertiik, hogy
vizsgalatuk a fehérjestabilitast meghatdrozo6 tényezdk szempontjabdl is fontos informaciokat
szolgaltathat. A rendezetlenséget josl6 modszerek tobbsége az aminosav-0sszetételbdl indul
ki, de kisméretli fehérjéknél altaldban rosszabbul miitkodnek. Ez arra utal, hogy Osszefiiggés
lehet a fehérjeméret, az aminosav-Osszetétel €s a stabilitas kozott. Az Gsszefiiggés feltarasa
céljabol osszeallitottunk egy adatbazist rendezett €s rendezetlen fehérjékbdl, és megvizsgaltuk
ezek eloszlasat az aminosavosszetétel-térben. Ez azt mutatta, hogy a fehérjeméret
csokkenésével novekszik az atfedés a két fehérjeosztaly kozott.

Az Osszefiiggés hatterének felderitéséhez kétféle racsmodellt (hidrofob-polaros, ill. hidrofob-
pozitiv-negativ) alkalmaztunk. Ezeknél a rendezetlenséget az egy monomerre esd alapallapoti
energia segitségével definidltuk: akkor tekintjiik a modellt rendezetlennek, ha ez az érték egy
meghatarozott kiiszob alatt van. A modellek jol reprodukaltdk a valodi fehérjéknél tapasztalt
Osszefiiggést, egy paraméter, az egy monomerre esO® energia kivételével. Ennek

reprodukaldshoz a kolcsonhatasi energidkat ldnchosszfliggdveé kellett tenni.



A vizsgalatok konkluzioja az, hogy kisebb fehérjéknél a specifikus kdlcsonhatasok fontosabb
szerepet jatszanak a stabilitds meghatdrozdsdban, mint nagyobbaknal, ezért az aminosav-
Osszetétel kevesebb informaciot hordoz a stabilitasrol.

A fehérjeméret novekedésével tovabba az egy aminosavra esé kontaktusok szama novekszik,
ezért az egy kontaktusra esO energia kisebb jelentdségli a stabilitds szempontjabol, igy
lehetdség van a kolcsonhatasok fellazuldsara. A fehérjeméretnek tehat jelent6sége van a
stabilitdsra nézve, sot, a kétallapoti dimerek példaja mutatja, hogy a méret egyes esetekben

dontd is lehet (a méret megduplazasa stabilizaciét von maga utan).

Ezt a munkit a Biophysical Journal-ben publikaltuk, ill. a fehérjeméret téméajaval

kapcsolatban egy kommentart kozoltliink a Proteins folydiratban.



