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BIOMOLEKULAK HATASMECHANIZMUSANAK
TANULMANYOZASA SZIMULACIOS ES BIOINFORMATIKAI
MODSZEREKKEL

A genetikai informacid megbrzése, atadasa, valamint a szervezetben
zajlo kémiai folyamatok rengeteg molekula ésszehangolt tevékenységét
igénylik. Ez a biomolekulak hatékony miikédését, kommunikacidjat fel-
tételezi, tovabba azt is, hogy a molekulak mindenkor képesek a kérnye-
zetiikhéz dinamikusan alkalmazkodni, annak ingereire megfelel6 valaszt
adni.

A biomolekulak hatasmechanizmusanak értelmezése elsésorban azon a felté-
telezésen alapul, hogy egy adott funkcid meghatarozott szerkezetet igényel, ez
a szerkezet-funkcid paradigma. Ezt az elképzelést kozel 60 000 - elsGsorban
rontgen-krisztallografiai modszerrel meghatarozott - szerkezet tamasztja ala!.
Fehérjék esetén azonban szamos adat utal arra, hogy a molekula m(ikddése a
statikus szerkezet mddosulasat, valtozasat igényli. Ez lehet egy, a szervezetben
katalizaldo enzim katalitikus helyének megvaltozasa?, de lehetnek jelent6sebb
konformacids valtozasok is, pl. domének atrendez6dése allosztérikus fehérjék-
nél®. Vannak olyan fehérjék is, melyek nem vesznek fel kitlintetett szerkezetet,
csak konformacios sokasagként jellemezhetOk*. Ez a szerkezeti valtozatossag
(konformacios diverzitas) bonyolult funkcidkat tehet lehetdveé, pl. kdlcsonhatast
tobbféle partnerrel>. Manapsag egyre tobb kisérleti megfigyelés utal arra, hogy
ezek a stabil szerkezettel nem rendelkezd, Un. rendezetlen fehérjék, gyakoriak
az él6 szervezetben, és kulcsfontossagu folyamatokban, mint jelatvitel, transz-
kripcid, sejtciklus szabalyozas vehetnek részt®’. Ezen fehérjék miikodése meg-
kérddjelezi a klasszikus szerkezet-funkcié paradigmat, molekularis hatdsme-
chanizmusuk értelmezése Ujfajta elveket igényel. Ezek kidolgozasaval minden
eddiginél teljesebb képhez juthatunk a fehérjék mikodésérdl. Fontos megemli-
teni tovabba, hogy ezek a molekuldk a koéros folyamatokba torténd beavatkozas,
gyogyszertervezeés Uj célpontjai lehetnek.

Vizsgalt kérdések. Munkam soran els6sorban a molekularis mikoédések elmé-
leti leirasaval foglalkoztam. Ezen bellil a molekuldk viselkedésének dinamikus
vonatkozasai érdekeltek, az enzimekben lezajlé kémiai reakcidkat kisérd kisebb
atrendezddésektdl kezdve egészen a rendezetlen fehérjék kolcsdénhatasainak
leirasaig. Ezen belll harom f0 terlletet fogok targyalni, melyek a ,dinamikai”
skala harom kilonbdz6 pontjat képviselik: (1) Enzimatikus reakcidk mechaniz-
musanak leirasa. Milyen elemi Iépésekbdl allnak az enzimekben lezajlé kémiai
folyamatok? Melyek a reakcidban kulcsfontossagu szerepet jatszd oldallancok?
Hogyan lehet az enzimatikus reakciét befolyasolni, mddositani? (2) Specifikus
molekularis felismerési folyamatok jellemzése. Hogyan képesek molekulak kol-
csonhato partnereiket kivalasztani? Milyen kiils6 tényez6k hatnak a felismerési
folyamatra és hogyan? Mi hatarozza meg a kialakuld komplex viselkedését? (3)
Rendezetlen fehérjék vizsgalata. Milyen elvek alapjan teremthetiink kapcsolatot
a szerkezeti sokasag és a rendezetlen fehérjék mikddése kdzott? Milyen fiziko-
kémiai tulajdonsagok, motivumok vagy szerkezeti elemek hatarozzak meg a
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rendezetlen fehérjék partner-felismerd tulajdonsagait? Mi jellemzi a rendezetlen
fehérjék komplexeit?

Az elméleti mddszerek szamos olyan kérdés tanulmanyozasat teszik lehetdveé,
melyet kisérletileg nehezen, vagy egyaltalan nem vizsgalhatok. Munkam soran
elsOsorban szimulacids és bioinformatikai eljarasokat alkalmaztam, de a szami-
tasokkal nyert eredményeket mindig kisérleti adatokkal tamasztottam ala.

Enzimatikus reakciok mechanizmusanak leirasa. Az él6 szervezetben lezajld
kémiai folyamatok sebessége tobb mint tiz nagysagrenddel meghaladja a vi-
zes kozegben lejatszdodoé folyamatokét®. Az enzimatikus katalizis magyarazatara
sokféle elmélet sziletett. Munkam soran kiilonb6z6 kémiai reakciokat katali-
zalé enzimek, mint pl. xildz izomeraz®'°, citokrom c3!, acetilkolin észteraz'?,
endonukleaz V'3, BamHI*!¢, Uracil-DNS glikozilaz!’, dUTPaz hatasmechaniz-
musat vizsgaltam szimulacids eljarasokkal, els6sorban hibrid kvantumkémiai/
molekulamechanikai modszerekkel, illetve a kritikus oldallancok protonaltsagi
allapotanak vizsgalataval. Ezen szamitasok vildgosan megmutattak, hogy a ka-
talizis hajtdéereje minden esetben az atmeneti allapot stabilizacidja, els6sorban
elektrosztatikus kdélcsonhatasokon keresztil. Ezek a kdlcsénhatasok még akkor
is dominalnak, ha az aktiv hely els6sorban apolaros oldallancokat tartalmaz,
mint azt az acetilkolin észteraz esetén igazoltuk!?. Ennek alapjan sikerilt meg-
magyarazni, hogy bizonyos reakcidokhoz miért sziikséges Mg?* vagy Mn?* ionok
jelenléte, és miért lehet az ugyanabban a poziciéban elhelyezkedd Ca?* ion gatlo
hatasu.

Hasonlo elvek alapjan sikerlilt megmagyarazni, hogy a PD ...D/ExK endonukleazok
eseten az aktiv centrumban latott ket femion kilénb6z6 szerepet jatszik a DNS
hasitasi reakcio soran, igy katalitikus hozzajarulasuk is kiilonb6z6'81°, Igy azok
az enzimek, ahol két, illetve egy fémion talalhatd a kristalyszerkezetben, nem
szikségszerlien mas mechanizmussal mikodnek, lasd 1. abra. A szamitasi ered-
mények megmutattak, hogy a katalizishez a legnagyobb hozzajarulas a reorga-
nizaciés energia csokkentésébdl szarmazik. Ez azt jelenti, hogy az enzim szer-
kezete Ugy valtozik a reakcio soran, hogy folyamatosan optimalis kdlcsonhatast
alakithasson ki a reakcidéban részt vevo és atalakuld csoportokkal. Ez azt is je-
lenti, hogy az enzim flexibilitasa, a dinamikus hatasok jelentfsen lecstkkentik
a reakcidk energiagatjat. A T4 endonukledaz V DNS javitd enzim esetében meg-
mutattam, hogy a reakcidhoz szlikséges protonaltsagi allapotok kialakuldsahoz
musok alapjan tdbb esetben mutansokat terveztem. Az enzimatikus folyama-
tok tanulmanyozasara munkatarsaimmal tobbféle mddszert is fejlesztettiink2-22,
melyek remélhet6leg nagymértékben hozzajarulnak majd mas enzimek hatas-
mechanizmusanak felderitéséhez.

Specifikus molekularis felismerési folyamatok jellemzése. A molekulak kommu-
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tesitsenek. Korabban ugy gondoltak, hogy ehhez az eldre kialakult molekularis
felszinek szerkezeti és elektrosztatikus komplementaritdsa sziikséges (kulcs-zar
modell, domén-domén kolcsdnhatasok). Késbdbb felvetették az indukalt fit mo-
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dellt, melynek soran egyik, vagy mindkét partner szerkezete valtozik a felis-
merés soran. Mind DNS-sel (T4 Endonukledz V%3, UDG'’, dUTPaz?*, BamHI?52¢),

1. abra. A BamHI enzim aktiv helyének atmeneti allapota kvantumkémiai-molekulamecha-
nikai szimulaciok alapjan. Az aktiv helyen lévé Mg2 ionokat ciklamen, a hozzajuk két6dé
vizmolekulakat vilagoskék, a tamado hidroxid iont pedig k6zépkék szin jelbli. A katalizishez
legnagyobb mértékben a hidroxid ionhoz k6t6d6 A fémion jarul hozza.

mind pedig kismolekulds szubsztrattal kdlcsénhato fehérjék (prolil oligopeptidaz?”)
esetén ramutattunk, hogy a konformaciés valtozdsok 6nmagukban még nem
magyarazzak meg a szelektivitast. Ehhez sziikséges a dinamikus tulajdonsagok
figyelembevétele, mely ezekben az esetekben szinte kizarélagosan felelds a spe-
cifikus partner kivalasztasaért (2. abra).

2. abra. Az NK-2 homeodomén specifikus kdlcsénhatasa DNS-el (a szerkezet PDB kddja
1nk2). A kétédésben kulcsszerepet jatszo rendezetlen N-terminalis téltéssel rendelkezd
aminosavait kék szin jeléli.
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DNS javitd enzimek esetén pl. a DNS hibak megvaltoztatjak a DNS flexibilita-
sat és elBsegitik a hibas, eltdvolitandd bazis kifordulasat?3. Prolil oligopeptidaz
esetében a szubsztrat aktiv helyre térténd bejutasat a molekula dinamikus tu-
lajdonsagai teszik lehetdévé?’. Ramutattunk tovabba kiils6 tényezbék, mint a felis-
merendd molekulat korilvevo viz szerkezetének és a benne jelenlevo kétértékd
fémionoknak a szelektivitast befolyasold hatdsara és ennek okaira?>26.

Rendezetlen fehérjék vizsgalata. A stabil térszerkezettel nem rendelkez6 fehér-
jék tanulmanyozasa a szerkezeti bioldgia fiatal, nagyon gyorsan fejlédé terl-
lete. Ezek a fehérjék gyakran molekularis felismerési folyamatokban vesznek
részt és igen specifikus komplexeket hoznak létre. Megallapitottuk, hogy a kon-
formacids sokasaggal jellemezhet6 fehérjék/szegmensek kitlintetett szerkezeti
elemek vagy specifikus motivumok altal képesek partneriikkel gyorsan kblcson-
hatasba [épni?®2°, Ezek lehetnek tranziens masodlagos szerkezettel bird részek,
legtdbbszor a-hélixek, melyek a komplexben megdrzédnek, ami azt bizonyitja,
hogy a rendezetlen fehérjék nem random polimerként mikodnek. Ilyen, un.
~preformed” elemeket tobb mint 20 esetben kisérletileg is sikerllt azonositani.
Rendezetlen fehérjék kolcsdnhatasait kozvetithetik olyan motivumok is, melyek
jelent6sen eltérnek a kdrnyezetiiktol. Ide tartoznak a fehérje-fehérje kdlcsénha-
tasokat kozvetito linearis motivumok is, melyeknek sikerilt a rendezetlenséggel
valo kapcsolatat feltarni®®. Rendezetlen fehérjék gyakran feltekerednek a felis-
merési folyamat soran, és a komplexben stabil térszerkezetet vesznek fel. Ra-
mutattunk, hogy a komplexekben megmaradhat a szerkezeti sokféleség, mely
alapvet6 fontossagu lehet a felismerési folyamat soran. Tompa Péterrel (MTA
Enzimoldgia Intézet) k6zdsen bevezettiik a bolyhos (fuzzy) komplexek fogalmat
erre az esetre, és definidltuk ennek kategoridit®* (3.abra). Ezek a rendezetlen
komplexek a fehérjék mikodésének egészen Ujszerli értelmezését igénylik, és
egy rendezetlenség-funkcié paradigmahoz vezetnek3.

3. abra. A bolyhos (fuzzy) komplexek random modellje. A rendezetlen fehérje révid moti-
vumokkal kétédik a partnerhez, melyek térben és idében valtozhatnak. Az 6ket sszekdto
linker régiok rendezetlen szerkezetiiek. Ilyen példaul az elasztin vagy a T sejt receptor €
lanca is, mikor homodimert képez.

A képlékeny szerkezet funkcionalis sokféleséget is eredményezhet. Ezért ezek a
fehérjék gyakran fordulnak el a kilénb6z0 szabalyozo folyamatokban. Ezek ko-
zUl a rendezetlen fehérjéknek a transzkripcid szabalyozasaban betoltott szerepét
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tanulmanyoztam részletesen33. RAmutattam, hogy a szabalyozas minden Iépése
rendezetlen fehérjék kdlcsonhatasan alapul és nagy konformacios valtozasokat
igényel. A rendezetlenség szerepét részletesen vizsgaltam a Mediator komplex
fehérjéin3*. Itt megallapitottam, hogy a rendezetlenség az alacsony szekvenci-
alis hasonldsag ellenére megobrzédhet, mint szerkezeti tulajdonsag. Tovabba, a
felismerésben kitiintetett motivumok megléte és hasonldésaga funkcionalis ha-
sonlésagokra enged kovetkeztetni. A Mediator esetében a rendezetlenség evo-
lGcids vonatkozasait is elemeztiik. Javaslatot tettliink a rendezetlenség konzer-
valtsaganak mértékére3>. Ramutattunk, hogy evollcidésan konzervalt egységek,
domének is lehetnek rendezetlenek3®. Vizsgaltam a rendezetlenség és a specifi-
kus DNS szekvenciak felismerésének 0sszefliggéseit is, melyeknek a transzkrip-
cios folymatokban szintén nagy szerepe van?¥.

Eredményeink egyértelm(en ramutatnak a fehérjék konformacios diverzitdsanak
funkcionalis fontossagara, és utalnak arra is, hogy a fehérjék fejlodése soran
ezek a flexibilis vagy rendezetlen részek kitlintetett szerepet jatszhatnak. A jo-
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majan dolgozni.
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