FEHERJE MATRIX DINAMIKAJA ES AZ
ENZIMFUNKCIO KOZOTTI KAPCSOLAT

DAaMmjANovicH SANDOR, Somocyr BEra és TrRON Lajos

Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Biofizikai Intézete

Bevezetés

A kiilonb6z6é fehérjefunkciok (katalitikus, receptor sth. tulajdonsigok)
megértéséhez nyilvanvalé feltétel a struktira tisztazasa. A tudomany fejlé-
désének, az adott funkcionalis tulajdonsagokrél felhalmoz6dé ismereteknek
ugyanakkor az a kovetkezménye, hogy idérél-idére valtozik a kutatasban
a kiilonb6z6 strukturalis tulajdonsagok silyozasa.

Jol felismerhetd ez a tendencia az enzimfehérjék katalitikus sajatsagai-
nak vizsgalatat célzé kutatasokban is. Az enzimek katalizalé képességét
leiré elsé elméletek csaknem kizarélag az enzimek aktiv centrumaban lezajlé
jelenségeket vizsgaltak (I. pl. LAIDLER 1965), mig az enzim tovabbi részeit
ugy tekintették, mint amelyek az aktiv centrum atomcsoportjainak meg-
felel6 konformaciés allapotaért felelések. Ezt a rigid-enzim képet latszottak
alatamasztani a fehérjék és mas makromolekulak kristalyos szerkezetérdl
szamot adé adatok, amelyek tobbek kozott Bernal, Perutz és Kendrew mun-
kassaganak koszonhetdk.

Az enzim funkcionalis struktirajanak plasztikusabb képe akkor kezdett
formalédni, amikor LINDERSTROM-LANG a fehérjékben a H—D kicserélgdés
kinetikajat tanulmanyozva azt talalta, hogy annak sebességét a fehérje-
struktira plaszticitasa, motilitdsa hatdrozza meg, s ez a motilitas konfor-
macié-érzékeny (LINDERSTROM-LANG, SCHELLMAN 1959).

Tekintve, hogy a klasszikus elméletek szinte mindegyike az enzimek
aktiv centrumara lokalizalta az enzimek katalitikus hatasat, érthets, hogy
kezdetben a flexibilisebb enzimstruktirat feltételezé elméletek is az enzimek
ligandko6té centrumat, vagy annak kornyezetét vizsgaltak. Ilyen volt Kosa-
LAND ,,induced fit”’ elmélete, amely feltételezte, hogy az enzimhez kot6dd
szubsztrat deformalja az enzim ,,plasztikus” kot6centrumat (KosHLAND
1958). A Monop és mtsai (1965) allosztéria elmélete, valamint a STRAUB és
SzaBoLrcst (1964) altal megfogalmazott, az enzimek ligandkotését leird dn.
.fluktuaciés fit” elmélet mar tillépett ezen a szemléleten is, zimennyiben az
enzimmolekulakat gy tekintette, mint amelyek sok, szabadenergia-szintben
egymashoz kozelallé konformaciés allapotot is felvehetnek. Ezen konformacios
allapotok egy része alkalmas egy adott szubsztrat megkotésére, mig masok
nem. Az enzimmolekulak tehat konformaciés fluktuaciét végeznek, és a
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licandok az alkalmas konformaciés allapoti molekulahoz kotddve stabilizaljak
az adott allapotot, eltolva ilymédon a konformacios egyensiilyt.

Ezek, a bizonyos mértékig onkényesen kiragadott példak is illusztraljak,
hogy az enzimek katalitikus tulajdonsaganak vizsgalata soran hogyan keriilt
fokozatosan elGtérbe az enzimmolekulak struktirajanak dinamizmusa.

A fehérje matrix dinamikajanak elméleti és kisérletes vizsgalati
lehetGségei

Arra a kérdésre, hogy a fehérje matrix struktdrajanak dinamizmusa
milyen szerepet jatszik az enzimek katalitikus képességében. igen nehéz
minden részletében alapos vélaszt adni. Ennek oka részben az, hogy a fehérje,
mint makromolekula dinamikijanak atomi szint{i leirasa tulajdonképpen a
klasszikus soktest-problémakba iitko6zik. Tovabb bonyolitja a képet, hogy
mar a tobbé-kevésbé részletes leirashoz is figyelembe kell venni. hogy a fehérje-
molekulak a kornyezetiikkel intenziv, és a dinamikus sajatsagokra nézve
legalabbis részben meghatarozé energetikai kapcsolatban vannak. Tekintve,
hogy az enzimek fiziolégias kornyezete vizes oldat, s a viz mint folyadék
dinamikai szempontboél 6nmagaban is problematikus, a vizes oldatban lévé
fehérjékben lezajlé transzportfolyamatok explicit, részletes leirasa — legalabb-
is jelenleg — nem valésithaté meg.

A valésag eme pesszimista képe ellenére a hetvenes évek eleje 6ta egyre
gyarapodnak azon elméleti és kisérletes vizsgalatok, amelyek a teljes enzim-
molekula dinamikajanak, fluktuaciés karakterének, s ezek katalitikus akti-
vitasban jatszott szerepének tisztazasat célozzak.

Tekintve, hogy célunk féként az e targykorbe esd sajat vizsgalataink
osszefoglalasa, az elméleti vizsgalatokat illetGen itt csak megemlitjiik a GREEN
és J1 (1973) altal kidolgozott elektro-mechano-kémiai elméletet, CASERTA és
CERVIGNI (1974) piezoelektromos elméletét, valamint KrRAMER 1940-bél szar-
mazé elméletének Gavism és WERBER (1979) altal torténd felelevenitését és
atdolgozasat mint olyan elméleteket, amelyek az enzimmolekula egészét
mint fluktuélé, energiatranszfer folyamatokban aktivan résztvevd. a kiornye-
zetével energetikai egységet képezd katalitikus egységet kezelik.

Hasonlé szemléletli enzimmodelt dolgoztunk ki intézetiinkben 1971-t6l1
kezdédden (Somocyi, Damjanovicm 1971, 1975; DAMJANOVICH. SOMOGYI
1973, 1978).

Vizsgalatainkban a legegyszeribb, Michaelis-féle enzimreakciét targyal-
tuk:

Ky k
E4+S = ES — E -+ P. (1)
i
Bar a valésiagos enzimreakciok ennél jéval bonyolultabbak, a k. k| és k,
sebességi allandékkal jellemzett folyamatok wuniverzalisak, amennyiben
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valamennyi enzimreakcié barmely részlépése ezen sebességi allandék vala-
melyikével leirhaté folyamatként kezelhetd.

Az ES komplex aktivalasat eredményezé folyamatokat illetGen feltéte-
lezziik, hogy a komplex a kornyezetével allandé energiacserében allva, a kor-
nyezettdl felvett energia egy részét forditja az ES, ill. EP allapotokat elvalaszté
energiagat lekiizdésére. A kiilonb6z6 tipusi energiaforgalmat megvizsgalva
azt talaltuk, hogy a katalizisben az dn. T — V atmenetek jatszanak meg-
hataroz6 szerepet, vagyis azon folyamatok, amikor a kérnyezet kiilonboz6
molekulai (puffer, kiillonb6z6 nagysagi viz-asszocidtumok stbh.) a komplex
feliletére iitkozve transzlacis energidjuk egy részét atadjak az ES komplex-
nek tgy, hogy a felilleti atomcsoportok vibraciés szintjeit gerjesztik. Ezen
energiak egy része eljuthat egészen a komplex belsejébe is, mas része azonban
visszacsatolédik a kornyezethez. A komplexet a fehérjestruktira altal meg-
hatarozott specialis csatolasdi oszcillatorrendszerrel modellezve belathaté,
hogy a feliileti csoportok vibraciés energiaja a struktira altal meghatarozott
..energiautakon” az enzim aktiv centrumiba keriilhet. Feltételezziik, hogy
a komplex aktivalasahoz annak kitiintetett felileti pontjain megfelels id§-
rendben energiat kell felvennie, vagyis az aktivilashoz egy megfelel§ .. iitkozési
minta’ sziikséges. Nyilvanvalé, hogy a statisztikusan el6fordulé titkozések
kozott a megfelel§ iitkozési minta el6forduldsi valészinilisége az enzimre
specifikus, amennyiben az enzimre jellemzd kitiintetett feliileti pontok sza-
matél, helyétél, s az ugyancsak enzimfiiggé idérendtésl figg. Ez a vals-

szinliség fiigg tovabba — a T — V atmenetekre fennallé kvantumfizikai
megkotések miatt — a kornyezé molekulak tomegeloszlasatél is (STRETTON
1969).

A kinetikai konstansokat fizikai paraméterekre bontva, a fent bemu-
tatott feltételeket egy, a folyadékokra kidolgozott egyszerii racsmodell (Somo-
Y1 1971) segitségével vettiik figyelembe a k, és k_, konstansokat felépitd
paraméterek tovabbi felbontésara.

A matematikai targyaléds végeredménye:
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A (2)—(5) egyenletekben szereplé minden egyes paraméter az ES komplex
vagy kornyezetének molekularis szintli jellemz&je (Somocyi, DamjanNovicH
1975). Modelliink el&szor irta le tobbé-kevésbé explicit, kvantitativ médon
az enzimatikus reakciék kinetikai konstansait gy, hogy megadta azok mole-
kularis paraméterekre valé felbontasat, s alapfeltevésként abbél indul ki,
hogy a komplex aktivalasi folyamataban az enzim és kirnyezete altal egyiitte-
sen meghatarozott fluktuaciés folyamatok — az ES komplexen beliili energia-
vandorlasi és szuperpoziciés folyamatok — lényeges szerepet jatszanak.

A targyalasméd egyenes kovetkezménye, hogy a modell egy 4j enzim-
szabalyozasi médot jésol meg, azt ugyanis, hogy a kirnyezet tomegeloszlasa-
nak megvaltozasa — minden mas paraméter valtozatlan értéke mellett is —
a k, és k_, értékének az enzimre specifikus megvaltozasat eredményezi.

Azon kérdés kisérletes megkozelitése, hogy az enzimfehérjék dinamikus
jellemz8i milyen szerepet jatszanak az enzimatikus tulajdonsagok meghataro-
zasaban — az elméleti jellegli vizsgalatokhoz hasonléan —, szdmos nehézség
lekiizdését kivanja meg.

A fehérjeszerkezet belsé dinamikajanak, fluktuacios karakterének jellem-
zésére Lakovicz és WEBER (1973) a triptofan fluoreszcenciajanak oxigén
segitségével torténd kioltasat hasznaltak. Késébb ErTINK és GuIiron (1975,
1976a, 1976b, 1977) hasonlé vizsgalatokat végeztek akrilamid segitségével.
Mindkét kiolté csak dgy juthat be a fehérje belsejébe, hogy a fehérje matrix
szerkezeti fluktuaciéjanak eredményeképpen formalédé tranziens csatornak,
lyukak képz&dnek, és ezek teszik lehet6vé a fehérjén beliili diffiziét. A dina-
mikus karakteri kioltasi folyamat detektalasa révén tehat a kioltok fehérjén
belili diffiziéjarél nyerhetiink informaciét.

Kisérletes vizsgalataink célja az volt, hogy foszforilaz b esetén a trip-
tofan csoportok fluoreszcenciajanak akrilamid kioltasat megprébaljuk Gssze-
figgésbe hozni az enzim katalitikus vagy regulatorikus tulajdonsagaival.
Ijgy véljik, hogy egy ilyen korrelacié ugyan nem kozvetlen bizonyitéka a
fluktuéciés mozgasok enzimatikus folyamatokban betoltott szerepének, azon-
ban a jelenlegi kisérletes modszerek segitségével tobbet allité konkliziora
jutni igen nehéz lenne.

Vizsgalataink soran az alabbi eredményeket kaptuk: akrilamid hatasara
“a foszforilaz b triptofanjainak fluoreszcencia intenzitasa csokkent. Ezt szem-
lélteti az 1. Abra, ami a mérési adatoknak a STERN—VoLMER-egyenlet (1919)
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szerinti abrazolasat mutatja. A fluoreszcencia kioltas értékére jellemzé F /I
hanyados 0,5 M akrilamidkoncentracié értékig linearisan ndé, ami arra utal,
hogy a kioltds mechanizmusat tekintve dinamikus. Ezt a fluoreszcencia
élettartam méréseink is igazoltak.

A médositott STERN— VOLMER-egyenlet alkalmas annak eldontésére,
hogy az 6sszes triptofanmennyiség hanyad része hozzaférhetd a kiolté szamara.
Ennek vizsgalatat az tette sziikségessé, hogy a foszforilaz triptofan fluoresz-

125 1 /
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1. dbra. A foszforildz b sajit fluoreszcencidjanak az akrilamid koncentrdciétél valé fiiggése

STERN— VOLMER dbrazoldsmédban. A méréseket 30 °C-on végeztiik, a fluoreszcencidt 295 nm

hullaimhosszi fénnyel gerjesztettiik, az emissz6t 333 nm hullimhosszndl detektédltuk. A mintdk

abszorpciéja a gerjesztési hullimhosszon 0,05 volt. F, az akrilamidot nem tartalmaz6é minta
. fluoreszcencia intenzitdsa

cencia kaliumjodid segitségével torténd kioltasanak analizise arra utalt,
hogy a molekulankénti 12 triptofan koziil 3 a feliilethez k6zel, mig 9 az enzim-
molekula belsejében helyezkedik el.

A 2. abra a mérési adatok médositott STERN—VOLMER-egyenletnek
megfelel abrazolasat mutatja. Az ordindta metszet értéke azt mutatja, hogy
az akrilamid végtelen nagy koncentraciéban az osszes triptofiant képes ki-
oltani, azaz a foszforiliz minden triptofan csoportjat eléri, tehat valéban
bejut az enzimmolekula belsejébe.

Az enzim fluoreszcencias vizsgalataival parhuzamosan enzimaktivitas-
mérések is torténtek. Ezen vizsgalatok azt mutattak, hogy az akrilamid
csokkenti az enzim maximalis sebességét, de a szubsztratkotd képességét
nem befolyasolja. Ezt mutatja a 3. abra, ami kilonb6zé glikéz-1-foszfat
(G-1-P) és akrilamid-koncentracié mellett végzett aktivitasmérési adatok
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Lineweaver— Burk szerinti abrazolasa. A foszforilaz t6bbi ligandjara (gliko-
gén, AMP) is hasonl6 eredményeket nyertiink.

Az akrilamid denaturalé, vagy durva konformacié-valtoztaté hatasa
ellen szél az a tapasztalatunk, hogy 0,5 M akrilamid-koncentraciéig az enzim
egyrészt kb. négy 6ran at valtozatlan aktivitast mutat, masrészt a triptofan
csoportjainak fluoreszcencias spektruma sem valtozik. Megvizsgilva az akril-
amid hatasanak reverzibilitasat azt tapasztaltuk, hogy mind a triptofan
fluoreszcenciara, mind az enzim aktivitasara gyakorolt hatéas tokéletesen
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2. abra. A foszforildz b sajit fluoreszcencidjanak az akrilamid koncentréciétél valé fiiggése
moédositott STERN— VOLMER dbrdzoldsmédban. A mérések feltételei azonosak az 1. dbra
szovegében megadottakkal

reverzibilis. Az akrilamid fluoreszcencia kiolté- és aktivalascsokkent6 hatasa-
nak korrelacigjat illetéen a 4. abra nyujt felvilagositast.

Az abra tantsaga szerint a korrelacié meglepGen erds. Eszerint, s a fenti
megallapitasok alapjan eredményeink dgy interpretalhaték, hogy a két hatast
kivalté ok kozos: az akrilamidnak az enzimmolekuldban valé jelenléte, egy-
részt a triptofan csoportokkal iitkézve azok fluoreszcenciajanak itkozéses
kioltasat, masrészt a molekula atomcsoportjainak mozgasi szabadsagat (fluk-
tuaciéjat) korlatozva az enzim aktivitasanak csokkenését okozza. Interp-
retacionkat alatamasztja, hogy az akrilamid nem befolyasolja az enzim
funkcionalis ligandjainak (aktivator, szubsztratok) kot6dését, ami ellene szél
annak, hogy a hatast az akrilamidnak a kotScentrum konformaciéjat meg-
valtoztaté specifikus kotGdése produkalna.
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3. @bra. A glikogénszintézis kezdeti sebességének a G-1-P koncentriciétél valé fiiggése kettds

reciprok dbrdzoldsban. A méréseket 50 mM TRIS, 1,5 mM EDTA, 10 mM MEA pufferben

(pH = 6,8) végeztiikk 30 °C-on. Koncentricidk: [Glikogén] = 19, (w/v); [AMP] = 1 mM;

[akrilamid] = 0 (W); 0,4 M (A); 0,8 M (O). A reakcié sebességét onkényes egységekben adtuk
meg

Vmax

1,01

08 1

4. dbra. A foszforildz b dltal katalizdlt reakeié kiilonb6z6 akrilamid-koncentrdcié mellett mért
maximalis sebessége és a relativ fluoreszcencia intenzitds reciproka kozotti sszefiiggés

A vizsgalatok felhasznalasi lehetGségei

Bar alapszintii kutatésok esetén nem halas dolog az értékmegallapitas,
talan nem érdektelen még az el6z6ekben bemutatott, erfsen alapkutatasi
probléma esetében sem legalabb megkisérelni, hogy a gyakorlati vonatko-
zasokra is utaljunk. A fehérjék fluktuéaciéja — amennyiben valéban nem
csupan egy attributum, de funkcionalis jelentése is van — szerepet jatszhat
a fehérje-fehérje kolesonhatas soran, tigy, hogy az osszekapesolédott fehérje
,,konglonierétum” mar eleve mas jellegli funkcionalis egységet képezhet,
mint az azt felépitd elemek puszta addiciéja. Ennek a multienzim komplexek
miikodésének megértésében igen fontos szerepe lehet.
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A sejtmembran glikoproteidjeinek mozgasa, amely immunolégiai és
még sok egyéb citoldgiai szempontbél is alapvetd fontossagi, kozvetlen kap-
csolatha hozhaté a fehérje-rész sajat fluktuaciéjaval. A kozelmiltban ki-
mutattak, hogy a féleg glikoproteidekbdl felépiil6 membran receptorok late-
ralis és rotaciés diffuziéja szinte kizarolag a fehérje-fehérje kolesonhatastol
figg (Nice, CHERRY 1979, SCRINDLER és mtsai 1980). A receptorok lateralis
és rotaciés mozgasa (amit a fluktuacié befolyasol) a ligand-receptor kapcso-
lédasara is kihathat. Ez utébbi k6zvetlen immunolégiai, onkolégiai, farmako-
kinetikai jelent&sége pedig vitathatatlan. Igy tiilzas nélkiil allithatjuk, hogy
a teljesen elvontnak t{ing fehérjefluktuicié-kutatds némi adaptalas utan
kozvetlen gyakorlati jelentdségre tehet szert.
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